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RESUMO

A lingua azul e a doenga epizodtica hemorragica séo viroses caracterizadas pela ocorréncia de
disturbios hemorragicos em cervideos e sdo responsaveis por impactos negativos na conservagao
dessas espécies. Essas doencas apresentam como agentes etiolégicos os virus BTV e EHDV,
respectivamente. A vacinagdo é o método mais eficaz de controle e prevengdo dessas viroses,
entretanto, no Brasil, vacinas contra 0 BTV e o EHDV ndo sdo licenciadas pelos 6rgaos
competentes e ndo ha vacinas disponiveis para cervideos no mercado nacional e exterior. Em
razdo do exposto, o principal objetivo dessa pesquisa foi o desenvolvimento de vacinas e a
realizacéo de ensaios pré-clinicos com formulagdes vacinais contendo amostras de BTV-3, BTV-
14, BTV-18, BTV-19, BTV-22, BTV-24, EHDV-1 e EHDV-2 isoladas na reserva bioldgica da
Itaipu Binacional. As suspensdes virais obtidas em laboratério foram inativadas pela beta-
propriolactona, adjuvadas de 10% de hidroxido de aluminio e 40% de saponina e distribuidas em
duas vacinas distintas: vacina 1 (sorotipos BTV-3, BTV-14, BTV-18 e BTV-19) e vacina 2
(sorotipos BTV-22, BTV-24, EHDV-1 e EHDV-2). Em seguida, testes de inativacdo viral,
esterilidade, inocuidade e poténcia foram realizados. O teste de inativacdo viral confirmou a
inativagdo completa dos virus, enquanto o teste de esterilidade demonstrou a auséncia de
crescimento bacteriano. O teste de inocuidade, realizado em quatro coelhos, ndo evidenciou
nenhum efeito adverso a vacinagdo. Para a realizagdo do teste de poténcia, foram utilizados 15
coelhos distribuidos equitativamente em trés grupos experimentais. Os animais foram vacinados
isoladamente (G1 — Vacina 1; G2 — Vacina 2) e associadamente (G3 — Vacinas 1+2) com trés
doses, administradas aos 0, 21 e 51 dias de experimentacdo. As mensuragfes de anticorpos totais
e anticorpos neutralizantes do teste de poténcia foram realizadas, respectivamente, por meio de
imunodifusdo em gel de agar (IDGA), utilizando as amostras coletadas aos 81 dias de
experimentacgdo, e soroneutralizagdo em microplaca, utilizando as amostras coletadas aos 0, 21,
51 e 81 dias de experimentagdo. Os resultados do IDGA indicaram a presenca de anticorpos totais
em 100% dos animais testados para BTV, demonstrando que os antigenos foram capazes de
induzir resposta imune humoral. N&o foram realizados testes de IDGA para 0 EHDV. J& no teste
de soroneutralizacdo, as medianas obtidas indicaram auséncia de anticorpos neutralizantes para o
EHDV e presenca de anticorpos neutralizantes para o virus BTV-18 (na vacinagdo isolada), e
BTV-18, BTV-19 e BTV-24 (na vacinacdo associada) nas amostras coletadas no 81° dia de
experimentagdo. Foi possivel observar que as formulaces desenvolvidas ndo foram capazes de
induzir resposta de anticorpos neutralizantes para todos 0s sorotipos e que a vacinagdo associada
promoveu melhor resposta imune humoral. Nossos resultados permitirdo o desenvolvimento de
novas pesquisas para a formulacdo de vacinas para cervideos brasileiros.

Palavras-chave: Sindromes hemorragicas; BTV; EHDV; Vacinagdo; Resposta imune.



ABSTRACT

Bluetongue and epizootic hemorrhagic are viruses’ diseases characterized by the occurrence of
hemorrhagic disorders in deer and are responsible for negative impacts on these species’
conservation. These diseases have BTV and EHDV viruses, respectively, as their etiologic agents.
Vaccination is the most effective method of controlling and preventing these viruses. However,
in Brazil, vaccines against BTV and EHDV are not licensed by regulatory organizations and there
are no vaccines available for deer in national or foreign markets. In view of the above, the main
objective of this research was the development of vaccines and the performance of pre-clinical
trials with vaccine formulations containing samples of BTV-3, BTV-14, BTV-18, BTV-19, BTV-
22, BTV -24, EHDV-1 and EHDV-2 isolated in the biological reserve of Itaipu Binacional. The
viral suspensions obtained in the laboratory were inactivated by beta-propiolactone, adjuvanted
with 10% aluminum hydroxide and 40% saponin and distributed in two different vaccines:
vaccine 1 (serotypes BTV-3, BTV-14, BTV-18 and BTV -19) and vaccine 2 (serotypes BTV-22,
BTV-24, EHDV-1and EHDV-2). Then, viral inactivation, sterility, inoculation, and potency tests
were performed. The viral inactivation test confirmed complete virus inactivation, while the
sterility test demonstrated the absence of bacterial growth. The inoculation test, carried out on
four rabbits, did not show any adverse effects to vaccination. To perform the potency test, 15
rabbits were equally distributed in three experimental groups. The animals were vaccinated
separately (G1 - Vaccine 1; G2 - Vaccine 2) and in combination (G3 - Vaccines 1 + 2) with three
doses, administered at 0, 21 and 51 days of experimentation. The measurements of total antibodies
and neutralizing antibodies of the potency test were carried out, respectively, by means of agar
gel immunodiffusion (AGID), using the samples collected after 81 days of experimentation, and
soroneutralization in microplate, using the samples collected at 0, 21, 51 and 81 days of
experimentation. The results of the AGID indicated the presence of total antibodies in 100% of
the animals tested for BTV, demonstrating that the antigens were able to induce humoral immune
response. No AGID tests were performed for EHDV. In the soroneutralization test, the medians
obtained indicated the absence of neutralizing antibodies for EHDV and the presence of
neutralizing antibodies for BTV-18 virus (in the isolated vaccination), and BTV-18, BTV-19 and
BTV-24 viruses (in the associated vaccination) in samples collected on the 81st day of
experimentation. It was possible to observe that the formulations developed were not able to
induce neutralizing antibody response for all serotypes and that the associated vaccination
promoted a better humoral immune response. Our results will allow the development of new
research for the formulation of vaccines for Brazilian deer.

Keywords: Hemorrhagic syndromes; BTV; EHDV; Vaccination; Immune response.
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1. INTRODUCAO

O Brasil apresenta dimensdes continentais e, em virtude dessa vasta amplitude territorial, abriga
varios biomas. Esses biomas sdo constituidos pela Amazonia, Caatinga, Mata Atlantica, Pampa,
Pantanal e Cerrado. Cada bioma apresenta aspectos climaticos e geogréaficos distintos, além de
fauna e flora singulares e especificas. A associacao desses biomas e a diversidade animal e vegetal
contempla ao territorio brasileiro a maior biodiversidade do planeta (Brasil, 2019).

Aliado ao titulo de detentor da maior biodiversidade, o Brasil também apresenta a maior
diversidade de cervideos do mundo, totalizando oito espécies atualmente catalogadas (Duarte et
al., 2012). Segundo Barbanti e Reis (2012), os representantes da familia Cervidae no Brasil
incluem o veado-roxo (Mazama nemorivaga), o veado-catingueiro (Mazama guazobira), o veado-
mateiro (Mazama americana), o veado-de-cauda-branca (Odocoileus virginianus), o veado
campeiro (Ozotoceros bezoarticus), o cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus), o veado-méao-
curta (Mazama nana) e o veado-mateiro-pequeno (Mazama bororo). As quatro Ultimas espécies
citadas estéo listadas como maiores riscos de extingdo no Brasil (Barbanti e Reis, 2012; IUCN,
2018).

A lingua azul (LA) e a doenga epizodtica hemorragica (DEH) sdo duas doengas que apresentam
como agente etioldgico dois virus da familia Reoviridae, género Orbivirus, conhecidos como
Virus da Lingua Azul (BTV) e Virus da Doenga Hemorrégica Epizootica (EHDV). Esses virus
podem infectar ruminantes domésticos (principalmente ovinos e bovinos) e ruminantes silvestres,
entres 0s quais estdo incluidos os membros da familia Cervidae (Lobato et al., 2015). Atualmente
sdo descritos 27 sorotipos de BTV e sete sorotipos de EHDV (Rijn, 2019). Essas doengas sdo
arboviroses e a transmissao ocorre predominantemente por meio de vetores bioldgicos, sendo o0s
mosquitos do género Culicoides os responsaveis pela transmissdo entre os animais (Wilson et al.,
2009; Lobato et al., 2015).

Em cervideos, essas doencas hemorrdgicas sdo caracterizadas por disfungGes do sistema
circulatério, culminando em alteracbes na homeostase, e sdo responsaveis por altos indices de
morbidade e mortalidade nas espécies acometidas. Os principais agentes etiolégicos que
ocasionam sindromes hemorrégicas em cervideos incluem adenovirus e os virus BTV e EHDV
(Baldini, 2018; Kawanami, 2018). Evidéncias soroldgicas e moleculares observadas em diversos
estudos no Brasil demonstram que o BTV e EHDV infectam vérias espécies de cervideos no
Brasil (Pandolfi, 1999; Montassier et al., 2001; Kawanami, 2016; Favero et al., 2013; Baldini et
al., 2018; Kawanami et al., 2018).

Existem evidéncias cientificas desde 1990 que corroboram com a ocorréncia de infeccGes
sugestivas de BTV e/ou EHDV em cervideos da reserva bioldgica de Itaipu (Barbanti e Reis,
2012; Duarte et al., 2012). Essa reserva bioldgica, localizada no Estado do Parana, mantém no
lado brasileiro o criadouro de animais silvestres (CASIB), que objetiva a reproducdo de espécies
ameagcadas de extin¢do. Em cervideos que foram a 6bito de 1995 a 2016, relatérios de necrépsia
descreveram achados patolégicos compativeis com doenca hemorragica nos animais do CASIB
(Baldini et al., 2018). No periodo de 2015 a 2017 foi possivel isolar os virus BTV e EHDV desta
populacdo, dos quais, apds sequenciamento, identificou-se seis sorotipos do BTV (i.e. BTV-3,
14, 18, 19, 22 e 24) e dois sorotipos do EHDV (i.e. EHDV-1 e 2) (Baldini et al., 2018).
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Além dos achados de multiplos sorotipos dos virus BTV e EHDV circulantes no CASIB, foi
observada alta sensibilidade das espécies acometidas, com apresentacdo clinica de carater
hiperagudo, e altos indices de mortalidade. A ocorréncia das doencas apresentou caracteristica
sazonal, sendo a mortalidade dos animais registradas no final do verdo (marco) ao final do outono
(junho).

A Organizagdo Mundial de Sadde Animal (OIE) prop&e como uma das medidas de controle para
0 LA e DEH a protegdo dos animais aos ataques de Culicoides spp, seja pelo uso de inseticidas
ou do uso de instalagBes com barreiras fisicas que impeca o contato dos mosquitos com 0s
animais. Apesar dessa recomendacao, o controle de vetores em areas endémicas é dificil, devido
as altas densidades populacionais desses mosquitos que estdo correlacionadas com as
caracteristicas climaticas de alta temperatura e umidade. Nesse contexto, o Unico método que seria
efetivo para controle dessas arboviroses em cervideos € o uso de vacinas (OIE, 2018).

A utilizacdo de vacinas tem reduzido, em grande parte, a morbidade e mortalidade e consequentes
perdas econdmicas relacionadas as orbiviroses em animais de producdo (MacLachlan et al.,
2015), entretanto, no Brasil, a vacinagdo contra a lingua azul ndo é permitida pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento. Além disso, no mercado brasileiro e no exterior ndo
existem vacinas contra BTV e EHDV formuladas com os sorotipos especificos que infectam
cervideos no pais e pouco se sabe a respeito dos sorotipos circulantes no Brasil, portanto, o uso
de vacinas autogenas torna-se uma maneira de controlar as infecgdes por meio da vacinagéo.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

Formular e avaliar duas vacinas quadrivalentes adjuvadas com hidréxido de aluminio e saponina
contendo diferentes sorotipos dos virus BTV e EHDV para vacinacéo de cervideos.

2.2. Objetivos especificos

e Formular vacinas autdgenas inativadas contra o BTV e EHDV para imunizacdo de
cervideos do CASIB — Itaipu Binacional,

e Avaliar a segurancga e a resposta imune de duas formulagdes vacinais em coelhos em dois
métodos de aplicagdo: vacinas administradas separadamente e concomitantemente;

e Avaliar a resposta imune desenvolvida para cada sorotipo presente na vacina por meio de
testes de soroneutralizacdo em células VERO e imunodifusdo em gel de agar.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Virus da lingua azul e doenca epizodtica hemorragica

3.1.1. Importancia em Medicina Veterinaria
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As doencas hemorragicas virais sdo enfermidades infecciosas, mundialmente distribuidas, que
apresentam multiplos agentes etioldgicos e se caracterizam por quadros hemorragicos de rapida
evolucdo associados a altos indices de morbidade e mortalidade (MacLachlan et al., 2015).

Em virtude da infec¢do em ruminantes domésticos e silvestres, essas doencas sdo importantes em
Medicina Veterinaria por apresentarem impactos econdmicos e ambientais. A importancia global,
principalmente da LA, esta relacionada a perdas diretas na producao animal, restricGes no transito
de animais e comercializacdo de produtos e subprodutos de origem animal (Rushton e Lyons.,
2016). Os ruminantes silvestres, especialmente os cervideos, sdo altamente susceptiveis a estes
dois virus que causam alta mortalidade, sendo, portanto, de grande importancia na conservacao
destas espécies (Baldini et al., 2018).

Essas doencas se destacam pela presenca na lista de doencas de notificacdo obrigatoria pela
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE, 2020) e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Brasil, 2013).

3.1.2. Classificacdo taxonémica

A familia Reoviridae é composta por microrganismos capazes de infectar hospedeiros
vertebrados, invertebrados, plantas e alguns fungos. Ela é subdividida em duas subfamilias -
Sedoreovirinae e Spinareovirinae - as quais apresentam seis e nove géneros, respectivamente.
Esse complexo apresenta virus que podem infectar os sistemas respiratério e digestério de
hospedeiros vertebrados. Ela também abriga alguns virus que ndo foram alocados em outras
familias em virtude de particularidades morfoldgicas, moleculares e/ou infecciosas (Alfieri et al.,
2017; ICTV, 2019).

Os virus BTV e EHDV estdo classificados na subfamilia Sedoreovirinae e género Orbivirus. Esta
subfamilia também engloba outro género de importancia em Medicina Veterinaria — o0 género
Rotavirus (ICTV, 2019).

3.1.3. Caracteristicas estruturais e de multiplicacdo viral

Os virions do BTV e EHDV compartilham vérias caracteristicas em comum (Figura 1).
Apresentam particulas ndo envelopadas, RNA fita dupla com genoma aproximado de 19.200
pares de bases, material genético segmentado (i.e. 10 segmentos) e capsideo composto por uma a
trés camadas de proteinas, o que Ihes conferem simetria icosaédrica (Roy, 2017).

O genoma do BTV e EHDV codifica 10 proteinas, sendo sete proteinas estruturais (VP1 a VP7)
e trés proteinas ndo-estruturais (NS1 a NS3). A camada interna do nacleocapsideo contém cinco
proteinas (VP1, VP3, VP4, VP6 e VVP7), enquanto no subnucleo estdo presentes as proteinas VP1,
VP4 e VVP6. O capsideo é circundado pela camada externa composta pelas proteinas VP2 e VPS5,
sendo essas proteinas as principais responsaveis pelo determinante do sorotipo e estimulo para a
producdo de anticorpos neutralizantes (Alfieri et al., 2017; Roy, 2017). As fungdes das outras
proteinas encontram-se descritas no quadro 1.
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Figura 1. Particula viral completa e seccéo transversal dos virus BTV e EHDV. Adaptado de Alfieri et al
(2017) e Roy (2017).

Quadro 1. Caracteristicas e fungdes das proteinas estruturais e ndo estruturais codificadas pelo genoma do
BTV e EHDV.

Proteina Localizacao Principais fungdes
VP1 Nucleo interno RNA Polimerase
VP2 Capsideo externo Adsorc¢éo; Hemaglutinagéo; Determinagdo do sorotipo
VP3 Subnucleo Sustenta¢do da VP7
VP4 Nucleo interno Funcéo enzimética de guanililtransferase e metiltransferase
VP5 Capsideo externo Penetracéo viral
VP6 Nucleo interno Ligacdo a ssSRNA, dsRNA, helicase e ATPase
VP7 Subnucleo Determinac¢&o do sorogrupo
NS1 Né&o-estrutural Formac&o dos tubulos
NS2 Nio-estrutural Formacéo de corpusculos de_incluséo e ligacéo de RNA de fita
simples
NS3 Né&o-estrutural Auxilio no egresso das particulas viricas

Fonte: Adaptado de Alfieri et al (2017).

Atualmente s&o reconhecidos 27 sorotipos do BTV e sete sorotipos do EHDV (Rijn, 2019).

Os sorototipos BTV-25, 26 e 27 sdo descritos como atipicos, porque sdo encontrados
exclusivamente em pequenos ruminantes, ndo sdo patogénicos e a transmissao ocorre por contato
direto (Rijn, 2019). Em relacdo ao EHDV, além dos sete sorotipos, é conhecida a existéncia do
sorotipo EHDV-2 atipico, também chamado de Ibaraki virus, que pode causar doenga clinica
grave em bovinos (MacLachlan e Guthrie, 2010).

Nesses orbivirus, em virtude da natureza do RNA segmentado, podem ocorrer rearranjos entre
diferentes virus durante coinfec¢cdes nas mesmas células, seja com o envolvimento de diferentes
sorotipos ou ndo. Esse fenémeno pode gerar a longo prazo a emergéncia de novos sorotipos e
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juntamente com eventos de mutacdo, sdo responsaveis pela diversidade genética de multiplos
sorotipos diferentes entre 0 BTV e EHDV (Alfieri, et. al. 2017).

3.1.4. Aspectos epidemioldgicos

A LA e a DEH sédo doengas transmitidas por mosquitos do género Culicoides spp., popularmente
conhecidos como mosquito-pdlvora (Chagas e Pinheiro, 2003; Lobato et al., 2015).

Mais de 1.400 espécies de Culicoides spp. sdo descritas, das quais 20 espécies estdo vinculadas a
epidemiologia das orbiviroses (Chagas e Pinheiro, 2003), sendo o Culicoides insignis a principal
espécie responsavel pela transmissdo dessas orbiviroses na América do Sul (Lobato et al., 2015;
Aybar et al., 2016).

Por se tratar de transmissao vetorial, a epidemiologia dessas enfermidades esta ligada diretamente
as caracteristicas ambientais, ja que estas influenciam a densidade populacional dos vetores
(Mayo et al., 2014). A distribuicdo dessas doencas e dos vetores biolégicos no mundo ocorre
aproximadamente entre latitudes 50° N e 35° S, incluindo regiBes tropicais, subtropicais e
temperadas do globo (Coetzee et al. 2012).

Os principais fatores ambientais que contribuem para a ocorréncia dos vetores bioldgicos sao a
umidade e temperatura. Assim, as zonas de ocorréncia dessas doencas sdo classificadas, segundo
Lobato et al. (2015) e Ruder (2015), em zonas epidémicas, endémicas e de transi¢ao:

i As zonas endémicas sdo localizadas em regides de clima tropical e sdo caracterizadas
pela atividade dos vetores biol6gicos e transmissdo do virus durante todo o ano;

ii. As zonas epidémicas sdo localizadas em regides de clima subtropical e temperado e
a atividade dos vetores biol6gicos apresentam caracteristica de sazonalidade, ou seja,
estdo restritas a periodos de maior temperatura e umidade (i.e. verdo).

iii. Zonas livres sdo areas de ndo ocorréncia da doenca em virtude de condigdes
climaticas que impedem a proliferacdo dos vetores bioldgicos e a doenca pode ocorrer
caso ocorra mudangas ambientais que permitam a proliferacdo dos vetores
bioldgicos.

A ocorréncia da doenga clinica dessas arboviroses no Brasil é mais frequente na regido Sul, por
apresentar clima subtropical e ser uma area epidémica. Nessa regido, a frequéncia de animais
positivos € baixa, como mostra o estudo de Costa (1999), no qual a prevaléncia de anticorpos
observada em 1.341 amostras de sangue coletadas em ovinos foi de 0,15%. Nesses animais a
primo-infeccdo pode ocorrer em filhotes ndo protegidos com anticorpos maternos e na vida adulta,
resultando em doenga clinica.

Ja nas regibes endémicas, 0s hospedeiros séo infectados ainda jovens e geralmente conseguem
controlar a viremia por meio dos anticorpos maternos adquiridos durante a ingestéo do colostro,
resultando em infeccBes subclinicas. Os animais gestantes, que j& tiveram contato com os virus e
que estdo constantemente sendo desafiados com os sorotipos virais que circulam na regido,
mantem niveis protetores de anticorpos circulantes que sdo destinados a prole durante a
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amamentacdo (Vitour, 2011; Speiser et al., 2016). Além disso, a baixa ocorréncia de sinais
clinicos em zonas endémicas também pode estar associada a subnotificacdo dessas doencas, visto
gue os sinais clinicos sdo inespecificos e comuns a outras doencas (Lobato et al., 2015).

No Brasil, o primeiro relato da presenca do BTV foi realizado em 1975 por diagnostico sorolégico
(citado por Groocock e Campbell, 1982) e nos Ultimos anos, diversos trabalhos epidemiolégicos
demonstram a presenca do BTV e do EHDV distribuidos em todo territério nacional, conforme
demonstrado pela Figura 2.

Endemic

Equator

Tropic of Capricorn

Free/Incursion Zone

o~/
P No significant data
<1%
1.1-15%
15.1-30%
30.1 - 45%
S - >45%

Figura 2. Prevaléncia soroldgica da LA e da DEH em ruminantes domésticos no Brasil e na América do
Sul. A intensidade de soropositividade é indicada por diferentes tonalidades de azul, conforme demonstrado
na barra do canto inferior direito da figura. Fonte: Lobato et al., (2015).

O isolamento dos virus de BTV e EHDV também foi demonstrado em varios estudos conduzidos
em territorio nacional, conforme descrito na revisao de Lobato et al. (2015).

i. Em 2001, na cidade de Curitiba — Parand, vinte e uma ovelhas e uma cabra
apresentavam sinais clinicos compativeis com a doenca, que foi confirmada por
diagndstico laboratorial. Neste surto, o sorotipo envolvido foi 0 BTV-12 (Clavijo et
al., 2002). Um ano apo6s, foi registrado outro surto no mesmo Estado, com o
envolvimento de 29 ovelhas e 13 cabras, com indices de mortalidade iguais a 62% e
69%, respectivamente. Ndo houve a identificacdo do sorotipo envolvido (Lager,
2004).

ii. Em 2009, o sorotipo BTV-12 foi isolado e identificado em dois surtos ocorridos no
Rio Grande do Sul, com o envolvimento de ovelhas (Antoniassi et al., 2010). J4 em
2013, foi relatado outro surto da LA em uma propriedade rural destinada a
ovinocultura leiteira em Vassouras — Rio de Janeiro, onde o sorotipo BTV-14 foi
isolado e identificado (dados ndo publicados). Outro surto de lingua azul identificado
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no Brasil aconteceu em 2014, em cinco cidades do Rio Grande do Sul. Nesse relato,
0 BTV-4 foi identificado como o sorotipo responsavel pela infeccdo de ovinos nas
cinco propriedades rurais envolvidas (Guimaraes et al. Dados ndo publicados);

iii. Em cervideos, a infec¢cdo pelo virus da lingua azul foi relatada na reserva bioldgica
Bela Vista, localizada na usina hidrelétrica Itaipi Binacional, onde foi possivel
identificar o envolvimento dos sorotipos BTV-3, BTV-14, BTV-18, BTV-19e BTV-
22 em infecgbes envolvendo animais das espécies Mazama nana, M. guazoubira, M.
americana e Blastocerus dichotomus (Baldini et al., 2018).

Em relacdo ao EHDV, o primeiro relato da ocorréncia de doenga clinica em cervideos foi
registrado em um zool6gico no Estado de Santa Catarina, onde um cervideo da espécie Mazama
gouazoubira morreu cinco dias apds apresentar sinais clinicos tipicos da doenca e outro animal
da espécie Mazama nana apresentou doenca clinica de carater hiperagudo e morreu. Nesse relato,
a confirmacao do virus foi realizada pela reagdo em cadeia da polimerase em tempo real utilizando
transcriptase reversa (RT-gPCR) e imunoperoxidase, entretanto, ndo houve tipificagdo do
sorotipo envolvido (Favero et al., 2013).

Além dos sorotipos BTV-4, BTV-12 e BTV-14 e do virus EHDV identificados nos surtos
supracitados, ha evidéncias da circulagdo dos sorotipos BTV-1, BTV-3, BTV-4, BTV-8, BTV-
10, BTV-12, BTV-16, BTV-17, BTV-18, BTV-19, BTV-22, BTV-24, EHDV-1 e EHDV-2 em
diversos estudos realizados em territério nacional (Lobato et al., 2015; Guimaraes, 2017; Baldini
et al., 2018). A Figura 3 demonstra alguns dos isolamentos realizados em territdrio nacional.
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Figura 3. Isolamentos de BTV e EHDV realizados durante os anos de 1984 e 2015 na América do Sul,
segundo o estudo de reviséo realizado por Lobato et al. (2015).

Apesar do registro dos multiplos sorotipos de BTV e EHDV no pais, o conhecimento sobre 0s
sorotipos circulantes é insuficiente para a compreensdao da cadeia epidemioldgica sobre essas
doencas em diferentes localidades, o que dificulta a elaboracdo de vacinas protetoras, uma vez
que a protecdo é sorotipo especifica (Lobato et al., 2015). Devido ao grande nimero de sorotipos
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circulantes, geralmente é impossivel prever o sorotipo para uma esta¢do ou area especifica em
situacbes de risco epidemioldgico e, além disso, varios sorotipos tendem a circular
simultaneamente (Dungu, 2004; Baldini et al., 2018).

Até o momento, o que os dados permitem concluir é que essas arboviroses estdo disseminadas em
todo o territério nacional em virtude da elevada prevaléncia sorolégica em animais domésticos e
silvestres, mas 0s sorotipos existentes no pais e sua distribuicdo ainda sdo pouco conhecidos
(Lobato et al., 2015).

Assim como na Africa e no Brasil, a erradicagdo do virus da lingua azul (BTV) em regides
endémicas é praticamente impossivel devido ao papel desempenhado pelos Culicoides spp. que
estdo amplamente distribuidos e em funcdo da presenca de varias espécies de hospedeiros que
podem atuar como reservatorios (Dungu, 2004).

3.1.5. Patogénese e sinais clinicos

As doencas resultantes da infeccdo pelo BTV e EHDV sdo caracterizadas pela apresentacéo de
quadros clinicos com envolvimento do sistema circulatério, resultando em distarbios
hemorragicos (MacLachlan e Gard, 2009). O mecanismo fisiopatogénico envolvido nessas
alteragOes esta relacionado ao tropismo celular destes virus. Eles infectam células endoteliais dos
vasos sanguineos, resultando em morte celular e consequentemente distdrbios circulatérios,
hemostéaticos primarios e secundarios nos animais infectados (Belbis et al., 2017).

Apos inoculacdo pela picada dos vetores bioldgicos, os virus infectam leucdcitos agranuldcitos
(i.e., linfocitos, mondcitos e macrofagos) no sitio de entrada e células dendriticas nos linfonodos
regionais. Esse processo pode durar, em média, de dois a trés dias (Belbis et al., 2017; Roy, 2017).

Posteriormente, em um processo que pode durar de quatro a 20 dias, as particulas virais sao
disseminadas pelo organismo, alcangando 6rgdos linfoides secundarios — principalmente bago e
outros linfonodos — e érgéos altamente vascularizados, como os pulmdes, onde infectam as células
endoteliais dos vasos sanguineos, mondcitos e macrdfagos, completando o segundo pico de
viremia. Apo0s isso, as novas particulas virais podem se disseminar pelo organismo por meio da
linfa e do sangue (Belbis, 2017; Roy, 2017).

A disseminacdo pelo organismo pode ocorrer pelos mondcitos infectados e por hemécias e
plaquetas. Em virtude disso, varios sistemas organicos sdo acometidos, resultando em sindromes
de caréter sistémico. Durante a disseminagdo das particulas virais esses virus também podem se
associar com as hemacias, pela interacdo das particulas virais com glicoforinas (proteinas de
superficie celulares) em um mecanismo de invaginagdo da membrana plasmatica, o que favorece
a evasao da resposta imune e a persisténcia da viremia por mais ou menos 100 dias (Schwartz-
Cornil et al., 2008).

A infeccdo pode resultar em morte celular por apoptose ou necrose. As células infectadas podem
produzir mediadores inflamat6rios como prostaglandina F2-alfa e tromboxano. Esses mediadores
inflamatérios sdo importantes na vasodilatacdo e agregacdo plaquetaria, respectivamente,
resultando em sindrome hemorragica, tromboses e edema quando produzidos em excesso
(DeMaula et al., 2001). Alem disso, as lesdes celulares podem resultar na exposicao do colageno
subendotelial, estimulando a atividade pré-coagulante pela via intrinseca da cascata da
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coagulacdo, contribuindo para a ocorréncia de coagulacdo intravascular disseminada (CID) e
formagdo de trombos (MacLachlan e Gard, 2009).

Os sinais clinicos dessas arboviroses sdo semelhantes, inespecificos e a gravidade das doencas
podem variar de acordo com a espécie animal envolvida, com as caracteristicas intrinsecas do
hospedeiro e com o sorotipo viral envolvido. Fatores ambientais, como a variagdo climética,
também contribuem na ocorréncia da doenca clinica (Belbis, 2017).

Essas doengas podem se apresentar com aspecto clinico de assintomético (na grande maioria dos
animais infectados em regides endémicas) a fatal, principalmente em ovelhas, cabras, cervideos
e alguns ruminantes selvagens (OIE, 2018).

Os ovinos sdo mais susceptiveis que bovinos e apresentam doencga clinica mais agressiva.
Especula-se que o mecanismo envolvido na patogenicidade em ovinos seja relacionado a
producdo exacerbada de citocinas pré-inflamatérias pelas células endoteliais, visto que a
replicacdo do virus nos pequenos ruminantes € menor que a replicacdo nos bovinos (DeMaula et
al, 2001). Em contrapartida, a doenca clinica em bovinos raramente acontece, porém esses
animais apresentam maior replicacdo viral e sdo importantes fontes de infeccdo para os vetores
biol6gicos no ambiente (MacLachlan et al., 2015).

Os sinais mais comuns observados incluem prostracdo, letargia, cianose, febre, sialorreia,
ceratoconjuntivite, descarga nasal mucopurulenta com formacéo de crostas ao redor das narinas,
quelite angular ulcerativa, dispneia, hemorragia em pulvino dental, glossite, sialorreia e
inflamacdo em vulva, hiperemia e congestdo de mucosas (principalmente em lingua, labios,
focinho e pélpebras), edema facial, estomatite acompanhada de ulceragdo e necrose, laminite,
pneumonia, m& formagdo fetal e aborto (OIE, 2018).

Nos cervideos, a infeccdo pelo virus da doenca epizodtica hemorragica pode também manifestar-
se com quadros hemorragicos excessivos e fulminantes (incluindo diarréia sanguinolenta e
hematuria) que podem acarretar em choque hipovolémico e morte (Lobato et al., 2015; Bianchi
etal., 2017; OIE, 2018).

3.1.6. Diagnostico

O diagnostico das arboviroses pode ser clinico, mas requer a confirmagdo por técnicas
laboratoriais, visto que alguns quadros sdo inespecificos (Kawanami, 2018). Além disso, 0
diagndstico laboratorial torna-se importante no rastreamento dos animais assintomaticos e
daqueles que sofrem infeccdes subclinicas (Wilson et al., 2015).

Os principais meios de diagnostico preconizados pela OIE (2018) incluem métodos diretos e
indiretos:

i Os métodos diretos séo realizados por isolamento viral em hospedeiros susceptiveis,
ovos embrionados ou cultivos celulares e testes moleculares, os quais incluem a
reacdo em cadeia da polimerase utilizando transcriptase reversa, reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real [usando primers especificos para o gene do segmento 10 e
9, respectivamente, que codificam proteinas conservadas desses virus (Orru et al.,
2006; Maan et al., 2016 a,b)], dot blot, hibridizacdo in-situ e por microscopia
eletrbnica. O Ultimo método permite a visualizacdo dos agentes etiologicos, mas
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guase nunca sao utilizadas em virtude da disponibilidade destes equipamentos e pelo
custo da técnica;

ii. Os métodos indiretos sdo realizados para a pesquisa de anticorpos contra proteinas
virais estruturais e ndo estruturais. As principais técnicas para diagnostico de grupo
especifico incluem a imunodifusdio em gél de &gar (IDGA), ensaios
imunoenzimaticos (ELISA), reacBes de imunofluorescéncia, enquanto para o
diagnostico de sorotipos especificos realiza-se testes de soroneutralizag&o, ensaios de
reducdo e inibicdo em placas ou inibigéo de fluorescéncia.

Como diagndstico diferencial para LA e DEH a OIE (2018) recomenda que seja realizada a
investigacdo para as seguintes doengas: ectima contagioso, febre aftosa, estomatite vesicular,
febre catarral maligna, diarreia viral bovina, rinotraqueite viral bovina, infeccéo por parainfluenza
do tipo 3, variola ovina, fotossensibilizacdo, pneumonia, poliartrites e abscessos,
fotosensibilizacdo e doenca epizo6tica hemorragica.

3.1.7. Tratamento

Né&o existem tratamentos especificos para nenhuma das enfermidades (OIE, 2018). Em casos de
doenca clinica, o tratamento é de suporte, sendo realizado o uso de antiinflamatorios nédo
esteroidais, fluidoterapia para reposicdo do volume plasmatico que sofre alteragbes nos quadros
hemorrégicos e antibioticoterapia para o tratamento de infecgdes bacterianas secundarias (Bianchi
etal., 2017).

Em virtude da inexisténcia de tratamento especifico, métodos de controle e profilaxia séo
primordiais para a prevencdo da infeccdo, da ocorréncia clinica da doenga ou diminuigdo da
transmiss&o por vetores.

3.1.8. Controle e profilaxia

Os métodos classicos de controle dos virus BTV e EHDV indicados na literatura sao as restricdes
de movimentacdo animal ou eliminagdo dos animais infectados, entretanto, em areas endémicas
esses métodos dificilmente sdo possiveis, devido a persisténcia dos vetores bioldgicos e dos virus
(associados a infecgcdes assintomaticas) na populacdo animal e o grande nimero de animais
infectados (OIE, 2018).

Segundo a OIE (2018), para areas endémicas, 0os melhores métodos de controle incluem:
monitoramento da presenca do virus por meio de animais sentinelas; identificacdo, vigilancia e
rastreamento de animais potencialmente infectados; implementagdo de quarentena em sistemas
produtivos; restricdo de movimento de animais durante o periodo de atividade de insetos; controle
dos vetores bioldgicos e vacinacdo dos animais susceptiveis, sendo essa 0 método mais eficaz
para o controle dessas doengas.

As estratégias de vacinacdo variam entre diferentes paises e sdo influenciadas por politicas
publicas e pela distribuicdo geografica dos sorotipos dos virus BTV e EHDV (Bhanuprakash,
2009). No Brasil, ndo existem vacinas comerciais disponiveis e 0 uso de vacinas importadas nao
é permitido (Lob&o, 2014). Nesse contexto, 0 uso de vacinas autdgenas seria Unica solugdo para
imunizacédo de hospedeiros susceptiveis no pais.
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No tocante dos tipos de vacinas disponiveis, as vacinas de primeira geracdo (i.e. antigenos
completos atenuados ou inativados) estdo licenciadas comercialmente em diversos paises (McVey
e MacLachlan, 2015). Ja as vacinas de segunda e terceira geracdo ainda estdo restritas a pesquisa
cientifica e incluem antigenos recombinantes, vacinas vetorizadas e proteinas quiméricas
(Bhanuprakash, 2009, Rijn, 2019).

3.2. Vacinas

Para um bom controle dessas enfermidades, é esperado que uma vacina seja eficaz, segura,
acessivel e que preferencialmente diferencie animais infectados e vacinados DIVA
(Differentiating Infected from Vaccinated Animals). A Figura 4 resume o0s pontos desejaveis de
uma vacina contra o BTV, segundo Rijn (2019).

Eficacia
Protegdo contra doengas
Sem transmissao de virus

DIVA
Por ELISA (Acs)
Por PCR (virus)

Protecao
Sem doengas

Sem reagdes adversas
Sem propagacao vacinal

Aceitagao
Por autoridades (licenga)
Consumidor (marketing)

Acessibilidade

Custo por dose vacinal
Custo por protecio animal

Figura 4. Qualidades desejaveis de vacinas contra o BTV e EHDV. Fonte: Adaptado de Rijn (2019).

Embora a Figura 4 expresse 0s requisitos ideais de uma vacina, dificilmente é possivel obter todas
essas vantagens em um (nico produto. Em virtude disso, preza-se pela eficacia que esta
relacionada a prote¢do contra a infecgdo, bloqueio da transmissao dos virus em animais infectados
para os vetores e/ou diminuicdo dos sinais clinicos. Também é desejavel que uma vacina induza
resposta imunoldgica celular e humoral duradoura (Bhanuprakash, 2009; McVey e MacLachlan,
2015; Rijn, 2019).

A primeira vacina para o BTV foi produzida na Africa do Sul em 1940 e utilizou como antigeno
vacinal o sorotipo 15 atenuado. De 1940 para os dias de hoje, diversas vacinas comerciais e
experimentais contra LA e DEH foram produzidas e estdo disponiveis, entretanto, produtos
licenciados para venda sdo mais limitados e estdo restritos a certas partes do mundo
(Bhanuprakash, 2009).

Vacinas atenuadas sdo obtidas a partir da modificacdo do perfil de viruléncia das particulas virais
por meio de passagens sucessivas em cultivos celulares ou ovos embrionados. Esse processo
seleciona virus com maior aptiddo para crescer in vitro, mas que possuem uma capacidade
reduzida para se replicar in vivo e causar doencas (Savini et al., 2004).

O uso de vacinas atenuadas tem como vantagens o custo mais acessivel e melhor eficacia. Elas
desenvolvem uma boa resposta imune celular associada a uma resposta imune humoral



27

satisfatdria. Além disso, a memdria imunoldgica desse tipo de vacina é mais duradoura e permite
o0 desenvolvimento de uma resposta imune heter6loga, pois a resposta mediada por linfocitos T
contra proteinas ndo estruturais que sdo expressas em grande quantidade quando o virus estad em
processo de replicacdo pode favorecer a protecdo cruzada contra diferentes sorotipos (Savini et
al., 2004; Bhanuprakash, 2009, Speiser et al., 2016).

As vacinas atenuadas sdo produzidas e usadas ha muitos anos na Africa do Sul. A Onderstepoort
Biological Products é a indUstria responséavel pela producéo de vacina polivalentes atenuadas na
Africa, contendo cerca de 15 sorotipos administrados em trés imunizacdes pentavalentes
individualmente (cinco sorotipos por imunizacdo). A imunidade a todos os sorotipos € incompleta
guando administrada concomitantemente (Dungu et al., 2004).

Vacinas similares sdo produzidas e usadas desde a década de 1950 também nos Estados Unidos,
onde a (nica vacina aprovada para uso nacional é contra o sorotipo 10 atenuado (Rijn, 2019).
Vacinas atenuadas contra BTV-10, BTV-11 e BTV-17 também sdo produzidas e seu uso esta
limitado a ovelhas, na Califérnia.

Como desvantagem, o0 uso de vacinas atenuadas esta relacionado ao risco de reversdo de
viruléncia, reducdo da producdo de leite em ovelhas lactantes, presenca de sinais clinicos de
doenca, aborto, morte embrionaria precoce e teratogénese quando usadas fémeas gestantes,
particularmente na primeira metade da gestacédo e rearranjo de fragmentos genéticos das amostras
vacinais com os dos virus selvagens, ja que esses virus possuem a capacidade de trocar segmentos
do material genético quando estdo co-infectando a mesma célula. Esse fendmeno também pode
ocorrer entre amostras de campo (Baldini et al., 2018). Como exemplo da reversdo de viruléncia
ou pobre atenuagdo, 0 uso vacinas atenuadas, produzidas na década de 50, nos Estados Unidos,
foi retirada do mercado cerca de 20 anos depois, porque foi observado a capacidade do virus
atravessar a placenta e infectar o feto, induzindo efeitos teratogénicos fatais (McVey e
MacLachlan, 2015).

Em 2003, na Italia, 17 rebanhos bovinos sentinelas positivos para lingua azul foram investigados
quanto as caracteristicas do virus responsavel pela infeccéo, sendo o sorotipo BTV-2 identificado.
Os pesquisadores também avaliaram 57 pools de Culicoides para a pesquisa do BTV-2. Houve
confirmagdo da presenca do BTV-2 nos vetores bioldgicos, o que foi associado aos antigenos
vacinais de uma vacina atenuada que havia sido aplicada nos rebanhos da regido. O antigeno da
vacina também foi detectado em areas ndo incluidas na campanha de vacinacdo (Ferrari et al.,
2005). Além da transmissao vetorial, em um estudo retrospectivo realizado por Savini et al.
(2014), foram isolados de tecidos fetais os sorotipos BTV-2 e BTV-9, provenientes de vacinas,
confirmando a infecgdo vertical dos fetos oriundos de fémeas vacinadas.

A partir dessas suspeitas, varios casos de retirada de vacinas atenuadas do mercado foram
registrados, como para alguns lotes especificos na Africa do Sul, onde uma vacina atenuada foi
retirada do mercado em virtude da possivel reversdo de viruléncia e recombinacdo dos seus
segmentos genéticos com amostras de campo, possiveis efeitos abortigénicos e transmissdo dos
antigenos vacinais por vetores bioldgicos competentes (MacVey e MacLachlan, 2015).

Apesar dos efeitos adversos das vacinas atenuadas, seu uso ainda é realizado para alguns sorotipos
em algumas partes do mundo, como nos Estados Unidos, Turquia, Africa do Sul, India, Israel e
partes da Europa. Entretanto, hoje, 0 nimero de vacinas atenuadas disponiveis comercialmente é
inferior ao nimero de vacinas inativadas (MacVey e MacLachlan, 2015).
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Como alternativa ao risco relativo do uso de vacinas atenuadas, a induUstria veterinaria
desenvolveu vacinas inativadas, que apresentam como principal caracteristica a seguranga de
inoculacdo nos animais de producdo, pois se o processo de inativacdo foi bem-sucedido, ndo ha
riscos de viruléncia residual e ocorréncia da doenca clinica no animal imunizado (Rijn, 2019).

Historicamente, as vacinas inativadas foram inicialmente produzidas experimentalmente na
década de 70, utilizando como antigeno o BTV-2 (Parker et al., 1975). Posteriormente, foi
produzida uma vacina bivalente contendo os sorotipos BTV-2 e BTV-4 na Europa (Savini et al.,
2008), assim como para os sorotipos BTV-1, BTV-9 (Zientara et al., 2013) e para o sorotipo
virulento BTV-8 (Hamers et al, 2009) que surgiu no norte da Europa em 2006.

Em uma revisdo de literatura, MacVey e MacLachlan (2015) citam que em varios estudos de
seguranca sobre o uso de vacinas inativadas para BTV e EHDV as reagdes pos-vacinais foram
bem toleradas (auséncia de reacdo sistémica, febre, perda de peso, disfungdo reprodutiva), com
excecdo de raros casos nos quais algumas vacinas induziram reac6es locais transitérias que
desapareciam dentro de trés dias.

A quantidade de antigeno por dose de vacina inativada deve, de forma ideal, ser em torno de 10’
TCIDso (Tissue culture infective dose) de virus, enquanto para as vacinas atenuadas cerca de 10°
TCIDso (Rijn, 2019). Em virtude disso, o uso de vacinas inativadas tem como desvantagem o
maior custo na cadeia produtiva, ja que o processo de inativagdo viral somado & adigdo de
adjuvantes, o aumento da massa antigénica e a necessidade de reforcos vacinais para a
manutencdo da imunidade a niveis protetores, aumentam custo da vacinacdo (Tizard, 2014,
MacVey e MacLachlan et al., 2015).

Sobre o uso de adjuvantes, eles conferem a vantagem de maximizar a eficacia das vacinas,
aumentando a resposta pré-inflamatéria, velocidade ou magnitude da resposta do sistema imune
e, consequentemente, a modulagdo da memdria imunologica. Entretanto, reaces locais e
sistémicas podem ser observadas apds a administracdo de adjuvantes (Awate, 2013). Além disso,
eles podem ser classificados, em relacdo aos mecanismos de agdo, como adjuvantes de depdsito,
particulados, imunoestimulantes ou combinados (Spickler e Roth, 2003).

Nas vacinas contra a LA e DEH, os adjuvantes mais utilizados incluem o hidréxido de aluminio,
responsavel pela liberagdo controlada do antigeno no local da inoculagéo, prolongando o tempo
de exposicdo dos antigenos para as células do sistema imune (efeito de depésito), associado a
saponina, adjuvante que estimula o sistema imunoldgico pela inibicdo da tolerancia imunoldgica,
aumentando a interacdo de moléculas coestimulatorias e estimulo seletivo de uma resposta de
linfocitos T auxiliares, subtipo 1, e 0 Montanide ISA 206, adjuvante oleoso com efeito de depoésito
(Bhanuprakash, 2009).

A eficacia de vacinas inativadas € satisfatoria, 0 que torna seu uso uma boa estratégia para o
controle da infeccdo nos hospedeiros susceptiveis (Hamers et al., 2009). Como exemplo da
eficacia e da protecdo induzida por essas vacinas em grandes popula¢des de animais, Hamers et
al. (2009) e MecVey e MacLachlan (2015), relatam que a introducédo do virus BTV-8 levou ao
desenvolvimento de vacina inativada contra esse sorotipo para a vacinacdo de bovinos e ovinos
em grande parte da Europa, resultando em altos indices de protecdo. Outros trabalhos que
avaliaram a eficacia de vacinas inativadas também foram desenvolvidos.
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3.2.1 Vacinas para BTV

Savini et al. (2004) avaliaram a cinética de anticorpos de uma vacina atenuada contendo 0s virus
BTV-2 e BTV-9. As respostas de anticorpos foram avaliadas utilizando duas vacinas
monovalentes isoladas contendo o BTV-2 e BTV-9 e uma vacina bivalente contendo os dois
sorotipos associados. A pesquisa de anticorpos totais por ELISA detectou anticorpos antes do
teste soroneutralizacdo para os dois sorotipos de BTV. Além disso, nos animais testados os
maiores titulos de anticorpos foram detectados nas vacinas monovalentes, enquanto vacinas
bivalentes resultaram em titulos mais baixos de anticorpos que se desenvolveram mais
lentamente.

Speiser et al. (2016) compararam a resposta humoral entre ovelhas vacinadas com uma vacina
inativada e uma vacina atenuada contra o virus BTV-17, com aplicagdes realizadas aos 0 e 21
dias. Além disso, havia animais gestantes no experimento e avaliou-se a presencga de anticorpos
em cordeiros aos cinco e dez dias ap6s o0 nascimento. Todas as ovelhas vacinadas desenvolveram
anticorpos anti-BTV aos 14 dias apds a vacinagao e permaneceram soropositivas por um ano.
Todos os cordeiros também apresentaram anticorpos. Os autores concluiram que ambas as vacinas
induziram anticorpos contra 0 BTV-17 que persistiram por pelo menos um ano e forneceram
imunidade passiva aos cordeiros.

Ja no estudo de Hamers et al. (2009) as propriedades de uma vacina inativada contra o BTV-8
foram avaliadas em ovinos e bovinos, vacinados com duas doses com 28 dias de intervalo.
Posteriormente todos os animais desafiados com BTV-8 e os resultados de seguranca e eficacia
foram obtidos. Os autores concluiram que os animais vacinados foram clinicamente protegidos
sem ocorréncia de viremia.

Prasad et al. (2018) utilizaram ovinos e caprinos como modelo experimental para a avaliacdo da
imunogenicidade de uma vacina polivalente contendo os sorotipos BTV-1, BTV-2, BTV-10,
BTV-16 e BTV-23. Em cada espécie, os animais foram vacinados por via subcutanea com duas
doses com intervalo de 28 dias. Os animais foram observados quanto a reagdes locais ou
sistémicas apds a vacinagdo. As amostras de sangue foram coletadas no 28° e no 60° dia apds a
primeira e Ultima dose da vacina, respectivamente, para avaliacdo da resposta de anticorpos
neutralizantes por soroneutralizacdo e anticorpos totais por ELISA. Os resultados revelaram que
as formulagdes foram seguras e induziram a producao de anticorpos a partir dos 28 dias nos ovinos
e caprinos com respostas heter6logas distintas, as quais encontram-se descritas na tabela 1.

Tabela 1. Média de anticorpos obtidos por soroneutraliza¢do, expressas em Logz, de ovinos e caprinos
vacinados com uma formulag&o polivalente de BTV.

Ovinos (n=19) Caprinos (n=18)
0 dias 28 dias 60 dias 0 dias 28 dias 60 dias

Sorotipo Sorotipo

BTV-1 2,58 6,63 7,81 BTV-1 3,09 7,41 8,63
BTV-2 3,38 7,56 8,44 BTV-2 3,22 7,81 8,91
BTV-10 3,47 8,83 9,31 BTV-10 2,91 9,16 9,58
BTV-16 3,09 8,93 9,40 BTV-16 2,94 8,03 8,78
BTV-23 3,32 8,61 9,34 BTV-23 2,99 8,56 9,40

Fonte: Prasad et al. (2018)
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Em cervideos, Lorca-Ord et al. (2012) avaliaram a eficacia de duas vacinas inativadas comerciais
adjuvadas com hidréxido de aluminio e saponina contendo os sorotipos BTV-1 (Syvazul 1) e
BTV-8 (Syvazul 8) em animais da espécie Cervus elaphus (cervo vermelho). Os animais
receberam duas doses com intervalos de 28 dias. Apos 42 dias, os animais vacinados foram
desafiados com os virus homoélogos e a carga viral foi pesquisada por RT-gPCR. A
imunogenicidade das vacinas foi conferida por testes soroldgicos de ELISA e soroneutralizagao.

Os autores observaram que nenhum animal desafiado apresentou sinais clinicos da doenga e
viremia detectavel, além de relatarem a presenca de anticorpos por ELISA a partir dos 21 dias
apos a primeira dose da vacina para 0s ambos sorotipos e a presenca de anticorpos neutralizantes
apos a primeira vacina¢do em todos 0s animais imunizados contra 0 BTV-1 e em metade dos
animais imunizados com BTV-8. Também foi observado que ap6s a segunda dose de vacinagdo
aumentou-se o titulo de anticorpos, com pico maximo aos 34 dias e todos cervos soroconverteram
nos testes de ELISA e soroneutralizacéo.

Em coelhos, no estudo realizado por Macedo (2004), a poténcia de quatro formulac¢Bes vacinais
contendo o sorotipo BTV-4 inativado pela B-propriolactona e adjuvadas com hidréxido de
aluminio, adjuvantes oleosos (emulsdo e microemulsao) e um adjuvante comercial (Emulsigen)
foram avaliadas. Os coelhos desse experimento foram vacinados com duas doses, intervaladas
entre 21 dias com vacinas contendo 107! TCIDs¢/mL de virus. A avaliagdo da soroconverséo foi
realizada pela técnica de soroneutralizagdo em microplacas com amostras de soro coletadas aos
0, 21, 35 e 60 dias.

Os resultados do teste de poténcia demonstraram que apés 21 dias da vacinagdo, alguns animais
apresentaram soroconversao, entretanto, as medianas de todos os grupos foram iguais a zero. Ja
no dia 35 e 60 pos-vacinacdo, todos 0s grupos apresentaram soroconversdo, sendo as menores
medianas obtidas para os adjuvantes Emulsdo Multipla, Microemulsao e Hidréxido de Aluminio,
enguanto a maior mediana foi resultante para o grupo Emulsigen.

Outros estudos envolvendo vacinas inativadas comerciais e experimentais contra o BTV,
realizados nas ultimas décadas, foram descritos no quadro 2 para uma melhor descricdo da massa
antigénica, dos adjuvantes, da via de inoculagdo utilizadas, e resultados de imunogenicidade e
eficacia.
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Quadro 2. Relacéo de vacinas inativadas comerciais e experimentais contra a lingua azul em estudos de imunogenicidade e eficécia realizados por diversos

Autor Virus Tlpq de Massa antigénica Adjuvante quelo _ Nu[nero de VI A,c na primeira Ag na segunda D/P
vacina em TCIDso animal vacinagfes/Intervalo anélise/Intervalo# | andlise /Intervalo#
1:4-1:8 Negativo — 1:56
BTV-4 C ® 65 2/4 semanas 4 semanas 16 semanas
Bluevac 10°° TCIDso/mL - : - :
BTV-8 4e8 Negativo — 1:18 Negativo — 1:4
Hilke HA + 4 semanas 16 semanas
(Sgig) BTV.4 BT\C/Pur 107185 Saponina | ©VINos SC 1:4 - 1:12 Negativo—1:14 | MR
AlSap® 4 TCIDso/mL Dose (inica 4 semanas 16 semanas
i C Negativo — 1:20 Negativo — 1:58
BTV-8 Zulvac® 8 NI 4 semanas 16 semanas
Zhugunissa .
BTV-4e 750 Montanide . - 1:16 - 1:128
(gtoilé) BTV-16 E 107~° TCIDso/mL ISA 71VG Ovinos Dose Unica IM 10 dias NR ++
Speiser ) .
et al. BTV-17 E NI NI Ovinos 2 doses/21 dias SC NR 1'82;:6640 NR
(2016)
BTV-2e 1071-85 HA + . 1:4-1:126
Breard BTV-4 C TCIDso/mL Saponina 2 doses/21 dias 42 dias NR
etal. BTVPur 1074-85 HA + Ovinos SC 1:8 ++
(2015) BTV-9 AlSap® . 2 doses/21 dias (1 animal) NR
TCIDso/mL Saponina .
42 dias
. 1:10 - 1:240
Batten C . Bovinos NR
et al. BTV-8 Bovilis® Se?r?tiurgr?iig(sas SaH'c?nTna 2 vezes/4 semanas SC T 2?) anf 52 20 NR
(2013) BTV-8 g P Ovinos NR iy
2,5 anos
Oura C . . )
etal. BTV-8 Bovilis® 500 _urlld_ades HA N Bovinos 2 vezes/4 semanas SC NR Negativo - 1:320 NR
(2012) BTV-8 antigénicas Saponina 3 anos

autores.
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. Tipo de Massa antigénica - Modelo Numero de Ac na primeira Ac na segunda
Autor Virus vacina em TCIDso Adjuvante animal vacinacdes/Intervalo Vi andlise/Intervalo# | andlise /Intervalo# D/P
C 65 HA + - 1:4-1:32
Bluevac®s 10°> TCIDso/mL Saponina Dose Unica 28 dias NR +/+
Wackerlin C Negativo — 1:4
etal. BTV-8 | BTVPur NI NI Ovinos Dose Gnica sC OB dias NR +1+
(2010) AlSap® 8
C HA + Negativo — 1:16 28
Zulvac® 8 NI Saponina 2 vezes/3 semanas dias NR +/+
C .
Bovilis® sgr?tiurg: iiigs SaH’c?nTna SC
Zanolari BTV-8 BTV-8 g P Alpacas e 2 vezes/21 dias Negativo — 1:32 1:10 - 1:200 NR
(2010) C HA + Lhamas 14 dias 156 dias
BTVPur NI . SC
AlSap® 8 Saponina
Hamers Ovinos Dose Unica SC 13 _.1:5 1:10 - 1.:1000 +/+
HA + 14 dias 40 dias
etal. BTV-8 E NI Saponina 13 1:50 — 1:200
(2009) Bovinos 2 vezes/28 dias SC 14 dias 43— 80 dias ++
Savini Montanide Negativo — 1:80 1:64 - 1:187
_ 77 - - - . - - .
(%gl?) BTV-16 E 107" TCIDso/mL ISA 206 Ovinos 2 vezes/28 dias SC 14 dias 28 dias +/+
Emidio i 78 Montanide . . 1:20 - 1:275 Negativo — 1:136
(2004) BTV-2 E 10”8 TCIDso/mL ISA 206 Ovinos 2 vezes/14 dias SC 14 dias 28 dias +/+
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A . Tipo de Massa antigénica . Modelo Numero de Ac na primeira Ac na segunda
utor Virus . Adjuvante . L Vi L1 e
vacina em TCIDso animal vacinacdes/Intervalo anélise/Intervalo# | andlise /Intervalo#
Virus sem Negativo — 1:8 1:8-1:32
adjuvante 21 dias 35 dias
HA + Negativo — 1:16 Negativo — 1:64
Saponina 21 dias 35 dias
'\(/Izagggf BTV-4 E 10710 TCIDso/mL inl]:i:;?g Coelhos 2 vezes/21 dias SC Neg;;“é?as L4 Negz?;tévgiasl.m
Microemul Negativo Negativo — 1:16
séo 21 dias 35 dias
Emulsigen Negativo - 1:256 1:8 - _1:32
21 dias 35 dias
1:20 - 1:60 1:40 — 1:480
BTV-3 8 dias 14 dias
1:40 - 1:60 1:40 - 1:1924
- s s
5,10 upla ; ni - -
(itsglf;) E 10> TCIDso/mL emulsio Ovinos Dose Unica SC 1:20 _-1:120 1:80 — _1:962
BTV-3e 8 dias 14 dias
BTV-4 BTV-4 BTV-4
1:30-1:60 1:120 - 1:962
8 dias 14 dias

Legenda: *Vacina atenuada. #Titulo de anticorpos neutralizantes obtidos por testes de soroneutralizagdo. C = comercial; E = experimental; HA: Hidrdxido

de cruzes (+) indica que o teste foi o desafio foi realizado e que houve protecdo in vivo.

de aluminio; NI = N&o informado; SC = Subcuténea; IM = Intramuscular; NR= N&o realizado; VI = Via de inoculacdo; D/P = Desafio/Protecdo. A presenca
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3.2.2. Vacinas para EHDV

Em relacdo as vacinas contra 0 EHDV, a disponibilidade de vacinas comerciais e experimentais
é significativamente inferior a disponibilidade de vacinas para a lingua azul. Existem vacinas
atenuadas e inativadas comercialmente disponiveis no Japdo apenas contra a doenca de Ibaraki,
causada pelo EHDV-2 atipico (Kitano, 2004 revisado por McVey e MacLachlan, 2015).

Essa disponibilidade ¢ afetada principalmente pelo interesse comercial sobre o uso dessas vacinas,
visto que, com exce¢do do EHDV atipico que pode infectar bovinos, os demais sorotipos do
EHDV ndo infectam animais de producdo, mas podem infectar animais silvestres, os quais nao
apresentam interesse econdémico na inddstria pecuaria, apenas interesse de conservagao ambiental
(Alfieri et al., 2017).

Vacinas autdgenas foram produzidas nos Estados Unidos usando antigenos inativados de EHDV,
entretanto, segundo McVey e MacLachlan (2015), os resultados de eficacia apresentados em
alguns trabalhos sdo aned6ticos e pouco informativos e ndo ha dados revisados por pares
disponiveis na literatura.

Como exemplo da informacdo supracitada, no trabalho de Wisely e Sayler (2016), a seguranca e
a eficicia de uma vacina autégena inativada produzida nos Estados Unidos para vacinacdo de
cervos da cauda branca foi estudada. A vacina continha os sorotipos EHDV-1, EHDV-2, EHDV-
6 e BTV-17 associados. Os animais foram triados para a presenga de anticorpos contra o EHDV-
45 dias antes da vacinacdo e apresentaram resultados negativos. Posteriormente, realizaram-se
novas coletas no momento pré-vacinagdo e 30 dias ap6s a vacinagdo. Os resultados soroldgicos,
obtidos ap6s 30 dias da vacinagdo, ndo evidenciaram soroconversao para 0 EHDV. Todos os
valores foram iguais ou inferior aos valores basais mensurados antes da vacinacao. O método para
mensuracdo dos anticorpos e os adjuvantes utilizados ndo foram informados pelos autores.

Ja Spedicato e colaboradores (2016) avaliaram uma vacina experimental contra 0 EHDV-2
(Ibaraki virus) em bovinos. Os autores utilizaram uma vacina contendo 10® TCIDso/mL aplicada
em dose Unica, via subcutinea, e observaram titulos de anticorpos por soroneutralizagdo
correspondendo a 1:100 a 1:10.000 aos 28 dias ap6s a primovacinagdo. Os anticorpos foram
detectados aos 105 dias apds a primovacinacdo, mantendo-se a titulos médios variando de
negativo a 1:3.162.

3.2.3. Vacinas de terceira geragéo

As vacinas de terceira geracdo sdo fortes candidatos vacinais para a substituicdo dos produtos
licenciados atualmente.

Até o presente momento, ndo ha vacinas de terceira geragdo licenciadas no mercado internacional.
Elas estdo restritas a experimentacdo. A eficicia das vacinas modernas € satisfatoria e sdo
produtos seguros, pois com a manipulagdo laboratorial, ndo ha riscos como discutido nas vacinas
atenuadas (McVey e MacLachlan, 2015).

Essas vacinas podem ser de primeira categoria (subunidades), segunda categoria (remocéo de
genes de interesse) que sdo importantes vacinas para a diferenciagdo de animais naturalmente
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infectados de animais vacinados, terceira categoria (vacinas vetorizadas) e quarta categoria
(vacinas de DNA) (Rijn. 2019).

Lobato (1996) avaliou a resposta imunolégica e a protecdo induzida contra a lingua azul (sorotipo
BTV-1) por uma vacina vetorizada com virus vaccinia em ensaios pré-clinicos, utilizando
coelhos, e em ensaios clinicos, utilizando ovelhas. Nesse estudo, o virus vaccinia foi utilizado
como vetor para a expressao de proteinas do cerne (VP7) e capsideo viral (VP2 e VP5) do BTV-
1, individualmente ou em conjunto. Coelhos e ovelhas foram imunizados e a resposta humoral e
celular foram estudadas para presencga de anticorpos pelos testes de ELISA e soroneutralizacdo.
Anticorpos neutralizantes foram detectados principalmente nos animais que receberam 0s
recombinantes expressando VP5 isolada, VP2+VP5 associadas e VP2+VP5+VP7 associadas,
com melhor resposta nos animais imunizados com as proteinas associadas. Além disso, ovelhas
inoculadas com recombinantes expressando VP2+VP5 foram protegidas contra o desafio com o
BTV.

Os resultados da imunogenicidade obtidas em coelhos encontram-se descritos na tabela 2.
Tabela 2. Resultados dos testes de ELISA e SN, expressos pela reciproca da maior dilui¢do reagente para

anticorpos totais (ELISA) ou para neutralizacdo de 50% do efeito citopatico em monocamada de células
VERO (SN) dos ensaios pré-clinicos realizados por Lobato (1997).

Grupos
Teste/Coelho VP2 VP5 VP2/VP5 VP2-VP5 VP2-VP5-VP7
1 320 2560 5120 1280 1280
ELISA 2 20 10240 160 40960 2560
3 10 1280 160 <10 5120
1 4 8 4 8 <2
SN 2 4 32 2 8 4
3 <2 4* <2 <2 2

Legenda: SN — Soroneutralizacéo; VP — Viral protein; *Vacinado com duas doses.

Os resultados obtidos em ovelhas encontram-se descritos na tabela 3.

Tabela 3. Resultados dos testes de ELISA e SN, expressos pela reciproca da maior dilui¢do reagente para
anticorpos totais (ELISA) ou para neutralizagdo de 50% de efeito citopatico em monocamada de células
VERO (SN) dos ensaios clinicos realizados por Lobato (1997).

Grupos Ovelha ELISA SN
7 40 <4
VP2 10 40 <4
11 640 4
6 320 <4
VP5 15 <20 <4
21 <20 <4
2 320 8
VP2-VP5 4 160 16
18 5120 128
3 <20 <4
NS 22 <20 <4
23 <20 <4
BTV 12 5120 512

19 2560 512
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20 20480 >512
Legenda: SN — Soroneutralizacéo; VP — Viral protein; NS — Non structural protein.

3.3. Resposta imune contra o BTV e EHDV

A imunidade humoral e celular contra o BTV ja foram relatadas como mecanismos efetores
capazes de proteger ovelhas contra a infecgéo e o desenvolvimento da doenca. A participacdo da
imunidade humoral foi comprovada por estudos que realizaram a transferéncia de imunidade
passiva com anticorpos homdlogos a alguns sorotipos, sugerindo um papel in vivo de
neutralizacdo e protegdo, enquanto a participacdo da imunidade celular ja foi demonstrada em
modelos experimentais com o envolvimento de linfocitos T efetores CD4* e CD8* (Lobato, 1996;
Schwartz-Cornil et al., 2008; Bhanuprakash, 2009; Darpel et al., 2009).

A resposta imune humoral contra os virus EHDV e BTV esté relacionada as proteinas que compoe
a particula viral, incluindo proteinas estruturais e ndo estruturais. As proteinas VP2 e VP5 sdo as
principais responsaveis pela inducdo da producdo de anticorpos neutralizantes, pois sdo as
proteinas envolvidas na adsorcao e penetracdo da particula viral nas células. Ja as outras proteinas
desses virus sdo importantes para a producdo de outros tipos de anticorpos ndo neutralizantes
(Alfieri et al., 2017). A VP7 é imunodominante e gera anticorpos especificos para grupo e que
podem ser utilizados para o diagndstico e identificacdo de qualquer tipo e cepa de BTV por
ELISA. Embora estes anticorpos ndo apresentem atividade neutralizantes, sdo importantes para o
diagnostico e para outros processos da resposta imunolégica (Darpel et al., 2009).

Anticorpos neutralizantes produzidos contra um sorotipo de BTV geralmente fornecem protecéo
somente contra o desafio com cepas de BTV pertencentes a0 mesmo sorotipo e ndo contra cepas
de sorotipos heterélogos, ou seja, a imunidade humoral é sorotipo-especifica. Entretanto, ha
evidéncias in vivo de prote¢do cruzadas entre sorotipos em animais que foram infectados
sequencialmente com dois ou mais sorotipos de BTV (Darpel et al., 2009).

Estudos realizados in vitro ja demonstraram a existéncia de protecdo cruzada em virtude da
similaridade antigénica da VP2 e VP5 de alguns sorotipos de BTV (Lobato, 1996; McVey e
MacLachlan, 2015; Martinelli et al., 2018). Essa similaridade genética permite o agrupamento de
sequencias semelhantes em sorogrupos e as respostas imunoldgicas direcionadas a sorotipos
virais especificos podem neutralizar parcialmente outros sorotipos virais dentro do mesmo
sorogrupo, conferindo imunidade cruzada, conforme exemplificado na Figura 5 (Rijn, 2019). Em
relacdo ao EHDV, foi observada neutralizagdo entre os sorotipos EHDV-1 e EHDV-2 em
microplacas (Dados ndo publicados).
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Figura 5. Esquematizacdo da protecdo cruzada in vitro dos sorotipos virais (nimeros) do Virus da Lingua
Azul. Os tracos solidos em negrito indicam alta protecdo cruzada, enquanto os tracos sélidos indicam
protecdo cruzada moderada e os tracos pontilhados indicam baixa protecdo cruzada. Fonte: Revisto por
Rijn (2019).

3.4. Doencas hemorragicas em cervideos no brasil e a situacdo do CASIB na usina
hidrelétrica de Itaipu

Os principais agentes etioldgicos que ocasionam sindromes hemorragicas em cervideos incluem
0 Adenovirus, responsavel pela Doenga Hemorragica por Adenovirus e os dois virus da Lingua
Azul e da Doenga Epizo6tica Hemorrégica (Baldini, 2018; Kawanami, 2018).

Estudos epidemioldgicos realizados a partir de 1990 investigaram a presenca de anticorpos contra
esses virus em cervideos no Brasil. Pandolfi (1999) realizou estudos em cervideos de cativeiro
dos Estados de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul, enquanto Montassier et al (2001) realizaram
estudos soroldgicos em cervideos de vida livre. Os autores encontraram altas prevaléncias de
anticorpos contra o BTV e EHDV nos animais investigados. J& Favero et al (2013) relataram o
primeiro isolamento de EHDV-2 no Brasil (Figura 6).

Na reserva bioldgica de Itaipu, a ocorréncia de infeccdo sugestiva de BTV e/ou EHDV em
cervideos no Brasil j& é descrita desde os anos 90, entretanto, na ocasido, o diagndstico foi clinico
e ndo foram realizados diagndsticos laboratoriais para a pesquisa dos agentes etioldgicos
envolvidos nessas doengas (Duarte et al., 2012). Posteriormente, relatérios de necropsia de 1995,
1997, 1998, 2003, 2004 e de 2008 a 2016 descreveram achados patoldgicos compativeis com
doenga hemorragica (Baldini et al., 2018).
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Figura 6. Representacdo esquematica dos estudos epidemiolégicos realizados para a pesquisa de anticorpos
contra 0 BTV e EHDV, além do primeiro isolamento de EHDV-2, realizados em cervideos no Brasil.

Em um estudo retrospectivo realizado por Kawanami (2018) amostras de tecidos parafinados
provenientes de cervideos de cativeiro e de vida livre necropsiados entre os anos de 1994 e 2011
no setor de Patologia Veterinaria da Universidade Estadual Paulista foram selecionados para a
pesquisa de virus responsaveis por doengas hemorragicas em cervideos.

De um total de 253 cervideos necropsiados, entre eles filhotes e adultos, 42 casos apresentavam
sinais clinicos e lesdes macroscopicas sugestivas de doencgas hemorragicas e foram selecionados
para a pesquisa de RNA viral de BTV e EHDV e pesquisa de adenovirus por imuno-histoquimica
nos tecidos parafinados. As espécies e 0 nimero de animais identificados foram 17 Blastocerus
dichotomus, 12 Mazama guazobira, oito M. americana, trés M. nana, um M. bororo e um M.
nemorivaga.

Os resultados desse estudo revelaram que nenhum animal apresentava RNA viral para o virus
EHDV e nenhum animal apresentava proteinas virais do adenovirus, enquanto 16,6% (7/42) dos
animais foram positivos para BTV na rea¢do em cadeia da polimerase (RT-PCR). Apesar dos
resultados negativos e do pequeno percentual de animais positivos, a autora comenta que pelo
tempo de fixagdo em formalina as amostras poderiam resultar em resultados negativos em virtude
da degradacdo do material genético.

Outro estudo epidemioldgico envolvendo cervideos, realizado por Kawanami (2016), avaliou a
presenca de anticorpos contra LA pelas técnicas de IDGA e ELISA e a presenca de material
genético do BTV por RT-PCR em cervideos no ndcleo de pesquisa e conservacao de cervideos.
Foram identificados 47,3% de animais positivos para BTV no IDGA, 38,46% positivos no ELISA
e quatro animais positivos na RT-PCR.

J& durante os anos de 2015 a 2017, foram relatados surtos de sindromes hemorragicas com
confirmagdo da infecgdo pelos virus BTV e EHDV no reflgio biologico de Itaipu (Baldini et al.,
2018) (Figura 7). No tocante dos aspectos clinicos, foram observadas as seguintes caracteristicas:
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i Alta sensibilidade das espécies acometidas com curso rapido e alta mortalidade.
Amostras de soro coletadas dos animais doentes antes da morte foram testadas para
a presenca de anticorpos e apresentaram resultado negativo, mostrando um curso
hiperagudo;

ii. Ndo houve predilecéo entre os sexos. Em relacdo a idade dos animais que morreram,
os adultos foram os mais frequentemente acometidos, seguido dos jovens;

iii. As espécies de cervideos que vieram a 6bito por BTV ou EHDV foram Mazana nana
e Blastocerus dichotomus;

iv. A doenga apresentou carater sazonal, sendo a mortalidade dos animais registrada nos
meses de margo a junho.

Em relacdo a identificacdo dos sorotipos circulantes, foi possivel identificar os seguintes agentes:
i. Sorotipos de BTV-3, 14, 18, 19 e EHDV-1 e 2. Observou-se a co-circulacdo de varios
sorotipos de BTV e EHDV-1 e 2, com predominio do sorotipo EHDV-1 em 2017,
mas nas amostras de 2015 e 2016 néo foi constatado o envolvimento de EHDV nos

surtos. Os sorotipos de BTV néo se repetiram em anos consecutivos;

ii. Adenovirus foi pesquisado, mas néo foi identificado.

2015 2016 2017
2015 2017
e 14 Mazama nana Seis Trés Nove
, a D01s. Blastocerus cervideos | cervideos cervideos
18 obitos dichotomus morreram | morreram morreram
. | AN
x E)
. } Quatro  |Trés amostras| Sete amostras positivas
Dois | Dez  BTV-3.14.18.19, - o
tivos ositivos amostras  |positivas para| paraBTV e/ou EHDV
negativ or(a: v P BTV 22e24 positivas para| BTV
Inco para V . ’
positivos EHDV-1e2 — BIV )
paraEHDV Trés amos.tras uas Duas .amostras
coml sorotipos| — amostras negativas. Nas
U imal inf d identificados: [com sorotipog  amostras positivas
m animal co-mnfectado identificados] foram identificados os
BTV/EHDV BTV-3. 14 e sorotipos BTV-24,
18 BTV-19 e 22| EHDV-1 e EHDV-2

— Sinais clinicos: edema submandibular e sublingual, anorexia, apatia e prostragado,
fezes hemorragicas e pastosas, hemorragia em esclera.

Achados de necropsia: quadro de hemorragia generalizada com lesdes

principalmente no pulméo, coragéo, intestino e rins. Estava presente sangue na

cavidade abdominal.

Figura 7. Histérico clinico-epidemiolégico das infec¢des por BTV e EHDV no CASIB, localizado na
Reserva Biolégica Bela Vista da Itaipt Binacional durante os anos de 2015, 2016 e 2017.

Até o presente momento, o controle dessas doencas no CASIB esta sendo realizado por meio da
utilizacéo de coleiras impregnadas com deltametrina e pelo isolamento dos animais em baias
teladas para evitar o contato deles com os Culicoides spp. durante o periodo de atividade do
mosquito, que ocorre no periodo crepuscular (comunicacgdo pessoal).
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Apesar da efetividade deste isolamento, 0 método é laborioso e ndo protege efetivamente os
animais contraa LA e a DEH. O uso de vacinas autdgenas, isto é, utilizando os mesmos sorotipos
circulantes na reserva, torna-se uma estratégia de controle mais precisa e permite uma protecao
mais duradoura e eficaz nos cervideos.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado pelo CEUA da UFMG sob o nimero de processo 177/2018
(Anexo 1).

4.2. Modelo experimental

Para o estudo pré-clinico foram utilizadas 19 coelhas da raga Nova Zelandia oriundas da Fazenda
Experimental Hélio Barbosa - UFMG, com peso entre 1 — 2 kg e idade aproximada de 45 dias.
Os animais foram mantidos nas instalacGes do Laboratério de Producdo de Soros e Vacinas da
Escola de Veterinaria em gaiolas individuais (80 x 45 x 60 cm) com estrado de metal.

A alimentagdo dos animais consistiu em feno de Cynodon spp. ad libitum, fornecimento de
aproximadamente 150 gramas de racéo peletizada por dia e esporadicamente verduras, legumes e
frutas. Os animais também receberam &gua potavel ad libitum.

Os animais permaneceram em periodo de adaptagdo durante sete dias.

4.3. Amostras virais utilizadas nas vacinas

As amostras utilizadas para a formulacdo das vacinas autégenas foram obtidas do banco de virus
do Laborat6rio de Pesquisa em Virologia Animal da Escola de Veterinaria - UFMG. Estes virus
foram previamente isolados de cervideos brasileiros do refugio biol6gico Bela Vista que foram a
Obito com sinais clinicos de sindrome hemorréagica.

Amostras de tecidos dos animais acometidos foram processadas e avaliadas para a presenca de
BTV e EHDV. Posteriormente, as amostras positivas foram isoladas e por sequenciamentos
genéticos de segmentos sorotipo-especificos foi caracterizada a presenca do BTV-3, BTV-14,
BTV-18, BTV-19, BTV-22 (Baldini et al., 2018) e BTV-24, EHDV-1 e EHDV-2 (dados ndo
publicados).

4.4. Células de mamiferos

Células BHK-21 (Baby Hamster Kidney 21), clone 13, obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC), numero de catalogo “CCL-10”, foram utilizadas para multiplicagdo e
titulacdo viral, enquanto células VERO (African Green Monkey Kidney), nimero de catalogo
“CCL-81”, obtidas da ATCC, foram utilizadas para os testes de soroneutralizagdo em
microplacas.

As células da linhagem BHK-21 foram cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado com 5% de caldo fosfato tryptose, 5% de soro fetal bovino (Gibco) livre
de BTV e EDHV, 0,3% de glutamina e 1% de antibidticos (10.000 Ul/mL de penicilina/10.000
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ug/mL de estreptomicina). Ja as células VERO foram cultivadas em meio essencial minimo
(MEM) suplementado com 5% de soro fetal bovino (Gibco), 0,3% de glutamina e 1,5% de
antibidticos, sendo 1% de penicilina/estreptomicina e 0,5% de anfotericina B.

4.5. Producéo das suspensdes virais

Para multiplicagdo dos virus, as amostras virais de BTV e EHDV foram inoculadas em
monocamadas de células BHK-21 apresentando 90% de confluéncia celular. Posteriormente, 0s
cultivos celulares infectados foram incubados a 37° C durante 60 minutos para adsorcao dos virus
na monocamada. Ao término desse processo, 0s cultivos de BHK-21 receberam meio de cultivo
DMEM suplementados com 2% de soro fetal bovino, 5% de caldo tryptose fosfato e 0,3% de
glutamina, e foram incubados a 37°C em atmosfera de 5% de CO..

As células foram mantidas nas condigdes supracitadas até a observacdo de 90% de efeito
citopatico na monocamada. Posteriormente, as suspensdes celulares foram armazenadas a 4°C. A
obtencédo das suspensdes virais foi realizada por meio de cinco passagens dos virus em células
BHK-21.

As duas passagens iniciais foram obtidas de sementes do banco de virus do Laborat6rio de
Pesquisa em Virologia Animal (LPVA). A terceira passagem foi realizada as cegas com dilui¢ao
1:50 das suspensdes obtidas das sementes em garrafas de plastico com area de 25 cm?. A quarta
passagem foi realizada as cegas com dilui¢do 1:50 utilizando as amostras obtidas na terceira
passagem em garrafas de plastico com area de 75 cm? com volume de meio igual a 15 mL,
enquanto a quinta passagem foi realizada com MOI de 0,01 utilizando as amostras obtidas na
quarta passagem também em garrafas com area de 75 cm? com 15 mL de meio de manutencéo.
As suspensdes virais obtidas na quarta e quinta passagem foram tituladas (Item 4.6).

4.6. Titulagéo Viral

A quantificacdo viral foi realizada pelo ensaio de ponto final pelo método de titulacdo em
microplacas de 96 pocos, segundo o protocolo descrito pela OIE (2018) com modificacGes. Para
tanto, as sementes de virus foram homogeneizadas com auxilio de vértex e foram realizadas
diluicBes seriadas de base dez em meio de cultivo DMEM puro (10 até 109). Cinquenta
microlitros de cada diluicdo foram adicionados nas colunas das microplacas, correspondendo,
portanto, oito repeticdes para cada diluicdo. Duas colunas foram preenchidas com meio de cultivo
DMEM sem virus para o controle de células. Posteriormente foram adicionados por poco 50 uL
contendo aproximadamente 10* células BHK-21 tripsinizadas e ressuspendidas em meio DMEM
suplementado com 4% de soro fetal bovino, 5% de caldo tryptose fosfato, 0,6% de glutamina e
1% de antibioticos (penicilina/estreptomicina).

O mesmo procedimento foi realizado para a titulagdo em células VERO, com exce¢do do meio
de cultivo, no qual foi utilizado o meio MEM, e pela adi¢do de 0,5% de anfotericina B.

As microplacas foram armazenadas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,, durante 96 horas. Ao
final do processo, as células foram fixadas com etanol a 2% e coradas com cristal violeta. Cada
poco foi observado em microscopio invertido (objetiva 10x) e as frequéncias de destruicdo maior
ou igual a 50% nas monocamadas foram tabuladas.
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O titulo viral foi obtido pelo do célculo descrito por Reed e Muench (1938) e expresso em TCIDsg
(Tissue culture infective dose 50) na escala logaritmica de base dez (l0gio).

4.7. Clarificacédo

As suspensdes virais produzidas foram transferidas para tubos Falcon de 50 mL e centrifugadas
a 2500 xg, em temperatura de 4°C, durante 10 minutos para remocao dos restos celulares. Os
sobrenadantes obtidos foram removidos, transferidos para novos recipientes e incubadas a
temperatura de 4°C.

O pellet, composto por restos celulares, foi ressuspendido em 0,5 mL de meio DMEM e
homogeneizado durante 1 minuto em vortex e foi submetido ao processo de ruptura por ondas
ultrassénicas (sonicagdo) para liberagdo das particulas virais aderidas nas membranas lipidicas,
utilizando amplitude de 90 kHz e pulsos alternantes a cada quatro segundos. Posteriormente 0s
debris celulares foram centrifugadas a 2500 xg a 4 °C durante dez minutos e o sobrenadante obtido
foi transferido para os recipientes contendo os sobrenadantes da primeira centrifugacéo. O pellet
contendo os debris celulares foi descartado.

As suspensdes virais foram tituladas em microplacas de 96 wells (Item 4.6) nos momentos pré e
pos-clarificacdo para comparagdo dos titulos de virus.

4.8. Inativagéo Viral

O volume de 15 mL de cada suspensdo viral foi inativado individualmente utilizando beta-
propriolactona (BPL) segundo o protocolo descrito por Parker et al (1975) com modificagdes.

Para tanto, foi adicionado 0,2% de BPL nas suspensdes virais clarificadas, em camara de fluxo
laminar, seguida de homogeneizacdo em agitador magnético por barras magnéticas estéreis a
37°C durante 2 horas. O pH do meio foi monitorado pela mudanca de coloracdo do indicador de
pH (Vermelho de Fenol). Quando houve acidificagdo do meio (indicado pela coloragdo amarelo-
ouro), foram adicionados, no minimo, 100 uL de fosfato de potéssio (K;HPOs 1 M) para
neutralizac&o do pH (indicado pela coloracéo vermelha do meio). Este procedimento foi realizado
a cada virada de coloracdo e o volume de tampdo adicionado foi considerado para o desconto do
efeito de diluicdo.

Posteriormente as suspensdes virais foram incubadas a temperatura ambiente (i.e. 25 °C) e
permaneceram por duas horas para a hidrdlise da BPL remanescente. Ao final do processo de
inativacdo o pH do meio foi aferido em phmetro digital e corrigido para 7.2 - 7.4 quando
necessario.

4.9. Preparo das formulagdes vacinais

A distribuicdo dos sorotipos de BTV nas vacinas utilizadas foi realizada considerando as
similaridades e agrupamentos dos sorotipos, de modo que ndo houvesse sorotipos do mesmo
sorogrupo nas formulag@es vacinais (Figura 8).
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Figura 8. Relacdo filogenética e de neutralizagdo entre os sorotipos de BTV. A neutralizagdo cruzada entre
os sorotipos de BTV € indicada por linhas: os tragcos vermelhos indicam forte prote¢do cruzada, enquanto
os verdes indicam moderada reacao e os pontilhados fraca reacdo. Em azul, estdo representados os sorotipos
de BTV adicionados na vacina 1, enquanto os sorotipos de BTV e EHDV adicionados na vacina 2
encontram-se destacados em verde.

Os titulos de cada virus foram definidos ap6s a titulagdo do sobrenadante clarificado. As
formulacdes vacinais foram preparadas para apresentar titulos de 5 x 104125 uL.

A composicao das vacinas consistiu em 50% do volume ocupado por adjuvantes e 50% ocupados
pelos sorotipos virais inativados, sendo que os adjuvantes escolhidos foram o hidréxido de
aluminio e saponina. O protocolo de formulagdo vacinal foi obtido no estudo de Matos et al
(2017).

O hidroxido de aluminio (gentilmente cedido pela Dra. Ana Carolina Diniz Matos) foi adicionado
em volume final de 10% da solugdo, enquanto o volume de Saponina a 1 mg/mL (Quillaja
saponaria) consistiu em 40% do volume final das vacinas. Cada um dos quatro sorotipos virais
inativados ocuparam 12,5% do volume final (Quadro 3).

Quadro 3. Relagdo dos virus e adjuvantes presentes nas duas vacinas produzidas que ocuparam 50% do
volume da vacina em 1 mL de formulagéo vacinal.

Componente Volume % do volume final
BTV-3 125 uL
V|_rus BTV-14 125 pL 50%
(Vacina 1) BTV-18 125 pL
BTV-19 125 puL
. Hidroxido de Aluminio 100 pL 0
Adjuvantes Saponina 400 pl 50%
BTV-22 125 uL
1 BTV-24
Virus 125 pL 50%
(Vacina 2) EHDV-1 125 uL
EHDV-2 125 ul
. Hidroxido de Aluminio 100 pL 0
Adjuvantes Saponina 400 pl 50%
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4.10. Teste de esterilidade

As vacinas produzidas foram submetidas ao teste de esterilidade pelo método de inoculacéo direta
descrito pela Farmacopéia Brasileira (Brasil, 2010).

Para a pesquisa de bactérias viaveis, foram inoculados 1 mL de cada suspenséo vacinal em 5 mL
de caldo Tioglicolato e BHI (Brain Heart Infusion), sequido de incubagdo a 37°C em estufas com
condicOes de aerobiose e anaerobiose, durante 14 dias. O mesmo procedimento foi realizado para
a pesquisa de fungos, entretanto, utilizou-se o caldo Sabouraud dextrose, seguido de incubacéo a
25°C em condicGes de aerobiose durante 21 dias.

Os testes foram avaliados diariamente e foram comparados com controles negativos mantidos nas
mesmas condigdes que os indculos vacinais.

4.11. Teste de inativacéo viral

Os testes de inativagdo viral foram realizados de acordo com o protocolo descrito por Macedo
(2004).

Para avaliacdo da eficacia da inativacdo pela B-propriolactona, 1 mL de cada sorotipo viral
inativado foi inoculado em monocamadas de células BHK-21 cultivadas em garrafas plasticas
com area de 25 cm?, apresentando 90% de confluéncia.

Apo6s 60 minutos a temperatura de 37°C, foi adicionado meio DMEM contendo 5% de TPB, 0,6%
de Glutamax, 2% de SFB e 1% de Penicilina/Estreptomicina nos cultivos celulares. As células
permaneceram durante sete dias em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO.. O controle negativo
do teste foi realizado com inoculacdo de 1 mL de meio DMEM e mantido nas condi¢cdes das
garrafas que receberam a suspensdo viral inativada.

Foram realizadas leituras diarias para a pesquisa de efeito citopatico. Apos sete dias de incubacao,

as células aderidas ao plastico foram removidas mecanicamente e a suspensao obtida foi inoculada
em uma nova garrafa, utilizando o mesmo protocolo supracitado. Ao total foram realizadas trés

passagens (Figura 9).
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Figura 9. Representagdo esquematica das infeccGes em monocamadas de células BHK-21 realizadas para
avaliacdo da inativacdo viral pela B-propriolactona.
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4.12. Teste de inocuidade

Os testes de inocuidade foram realizados de acordo com o protocolo descrito por Alencar (2002)
e Macedo (2004).

Quatro coelhos foram inoculados com 1 mL por animal de uma formulag&o vacinal sem virus
inativados, contendo uma parte de meio de cultivo DMEM suplementado com soro fetal bovino
(2%), caldo tryptose fosfato (5%), glutamina (0,3%) e antibioticos (penicilina/estreptomicina
[1%]), e outra parte com 10% de Hidréxido de Aluminio e 40% de Saponina. As formulagdes
foram inoculadas por via subcutdnea com o auxilio de agulhas hipodérmicas, no antimero direito,
apos tricotomia e antissepsia da area.

A espessura da pele do local de aplicacdo e a temperatura retal dos animais foram obtidas,
respectivamente, utilizando um paquimetro com graduacéo milimétrica e termémetro digital. As
mensuragOes foram realizadas no momento pré-inoculacao e durante 7 dias apds a inoculagao.
Os animais foram monitorados quanto ao comportamento normal para a espécie quanto presenga
de dor pela escala Grimace (Hampshire, 2015).

4.13. Testes de poténcia

Para avaliacdo da poténcia (i.e. imunogenicidade) das vacinas foi desenhado um estudo pré-
clinico com 15 animais distribuidos equitativamente em trés grupos. Os grupos foram nomeados
como “Grupo — V1, “Grupo - V2” e “Grupo - V1 + V27,

Os animais do grupo “V1” foram inoculados com a formulagdo quadrivalente contendo o0s
sorotipos BTV-3, BTV-14, BTV-18 e BTV-19 inativados, enquanto os animais do grupo “V2”
foram inoculados com os sorotipos BTV-22, BTV-24, EHDV-1 e EHDV-2 inativados (Quadro
3). Os animais do grupo “V1 + V2” receberam as duas formulagbes quadrivalentes
concomitantemente.

Os animais foram primovacinados com 1 mL de cada vacina por via subcutanea e receberam
reforcos vacinais com intervalos de 21 e 30 dias apés a segunda vacinacao. As coletas de sangue
foram realizadas nos dias 0, 21, 51 e 81 dias de experimentacdo (Figura 10).

2 F3 & -3
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Figura 10. Representacao esquematica das vacinages e coletas de sangue realizadas nos coelhos. Foram
administradas trés vacinas nos dias 0, 21 e 51, enquanto as coletas de sangue foram realizadas nos dias 0,
21, 51 e 81 dias de experimentacdo.
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4.14. Soroneutralizacdo em microplaca

A resposta imunoldgica humoral foi avaliada por meio de testes de soroneutralizacdo em
microplacas de 96 pogos, segundo protocolo adaptado da OIE (2018) com soros coletados nos
dias 0, 21, 51 e 81.

As amostras de soro foram obtidas ap6s centrifugacdo a 3000 xg por 5 minutos do sangue coletado
em tubos sem anticoagulantes. Posteriormente as amostras foram pré-aquecidas a 56° C por 30
min para inativacdo do sistema complemento, diluidas na base 2 (i.e. 1:2 - 1:256), com volume
final de 50 uL/po¢o em microplacas de 96 pogos e incubadas a 37 °C por 60 min com igual
volume de uma suspensdo contendo 100 doses infectivas dos virus (TCIDsp) diluidos em meio
sem soro. Apds o periodo de uma hora em temperatura de 37°C a 5% de CO-, foram adicionados
50 uL/poco de uma suspensédo contendo 1,6 x 10° células VERO em meio de cultivo contendo
6% de soro fetal bovino. As avaliagdes dos titulos de anticorpos de cada coelho nos diferentes
momentos foram realizadas em duplicata.

Os controles da prova foram realizados pelos testes de retrotitulagdo, contendo 100 TCIDso, 10
TCIDso, 1 TCIDso, 0,1 TCIDso € 0,01 TCIDso das suspensdes virais, além de controles positivos
para o sorotipo especifico, controles negativos utilizando soro de coelhos ndo imunizados e
controle de células.

Apds 96 horas de incubagdo a 37°C em atmosfera umidificada e com 5% de CO; realizou-se as
leituras dos testes.

O titulo de anticorpos foi definido como o valor reciproco da dilui¢do sérica que resultou em
neutralizacdo maior ou igual a 50% da monocamada de células. Os titulos de anticorpos
neutralizantes foram expressos em logaritmo de base 2.

4.15. Imunodifusdo em gel de agar

Para detecgdo de anticorpos precipitantes contra o BTV foi realizado o teste de IDGA segundo o
protocolo descrito por Pearson & Jochim (1979). O antigeno utilizado foi produzido a partir BTV-
4 cedido pelo centro pan-americano de febre aftosa e o soro padrdo foi obtido de um animal
positivo para BTV.

Os soros das coelhas coletados no dia 81 (30 dias ap0s a terceira vacinagdo) foram testados sem
diluicdo (i.e. puro). As leituras foram realizadas com 48 horas ap0s, utilizando-se sistema de
iluminacdo com luz indireta e fundo escuro para visualizacdo de linhas de precipitacdo antigeno-
anticorpo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Preparo das formulagdes vacinais

Os titulos obtidos na quarta e quinta infeccdo em células BHK-21 encontram-se descritos na
tabela 4. Os titulos virais da quinta passagem foram diferentes entre os sorotipos tanto no caso de
BTV como no de EHDV, com o menor titulo correspondendo a 1058 TCIDso/mL e 0 maior titulo
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correspondendo a 105% TCIDso/mL. Os titulos obtidos foram satisfatérios para a producéo das
vacinas.

Tabela 4. Titulos virais, expressos em TCIDso/mL, diluicdo do inéculo e multiplicidade de infecgdo da
quarta e quinta infeccdo realizada em células BHK-21.

1 : In6culo e
Passagem Virus Titulo (TCIDso/ML) — yiyjica0 utilizada
BTV-3 10795
BTV-14 1064
BTV-18 10655
Quarta passagem BTV-19 107% 3% passagem
BTV-22 10008 (BHK; 1:50)
BTV-24 10543
EHDV-1 10580
EHDV-2 10593
BTV-3 10698
BTV-14 10655
BTV-18 1059
Quinta passagem BTV-19 10°% 4% passagem
BTV-22 10605 (BHK4 MOI 0,01)
BTV-24 10668
EHDV-1 106.93
EHDV-2 10593

A tabela 5 apresenta os titulos obtidos na quinta infecgdo em células BHK-21 e os titulos finais
estimados ap6s o processo de clarificacdo e apds a adi¢do do tampédo K.HPO, (Item 4.8).

Tabela 5. Titulo final estimado dos oito sorotipos utilizados como antigenos vacinais ap0s 0s processos de
sonicagdo, clarificagdo e adicdo do tampdo K;HPQO, (Item 4.8).

Reducéo (]) ou

. . Titulo final
. Titulo pos- aumento (1) do - ~
a
Sorotipo TIiLlJfLZS;OS clarificagdo e titulo pés esgglézdo (F;c? ?itiﬁellg é.ﬂ
(TCIDsy/mL) ,Sonicacao clarificagdo e inativagio ~ TCIDso/mL
(TCIDso/mL) sonicacgdo em /
TCIDso/mL* (TCIDso/mL)

BTV-3 106,93 106,68 i100.25 106,63 llo0,0S
BTV-14 106:55 105% 110062 1059 110008
BTV-18 1069 10580 110t 10578 110002
BTV-19 10580 10643 110068 10842 11003
BTV-22 106.05 106:68 110063 10661 110007
BTV-24 1068 10580 110088 10552 110028
EHDV-1 106 1059 110t 10565 110028
EHDV-2 105 1052 110068 1050 11002

“Relacdo entre o titulo da quinta infeccdo e do titulo pds-clarificacdo e sonicacdo; *Relacdo entre o titulo
pos-clarificacdo e sonicagdo com o titulo final estimado (ap6s adi¢do de K:HPO,).

Apos os processos de clarificagdo, observou-se perdas de titulos virais em 75% dos virus (6/8),
com redugdes para os virus BTV-3, BTV-14, BTV-18, BTV-24, EHDV-1 e EHDV-2. Os
aumentos foram observados em 25% dos virus (2/8), ou seja, para 0 BTV-19 e BTV-22.
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As perdas antigénicas durante a clarificagdo podem estar relacionadas a caracteristicas desses
virus. Conforme discutido por Mertens (2009), durante a saida de algumas particulas das células
infectadas, elas podem brotar ou ficar aderidas as membranas fosfolipidicas, e sdo denominadas
membrane-enveloped virus particles (MEVP). Essas membranas sdo instaveis e ndo estdo
envolvidas nos mecanismos de infecgdo, haja vista que as particulas virais de BTV sdo ndo
envelopadas. Por esse motivo, o protocolo de sonicacdo foi utilizado, de modo que os debris
celulares fossem rompidos e ocorresse a liberacéo das particulas virais aderidas nas membranas.
Apobs o processo de clarificacdo, houve perdas antigénicas na maioria dos virus utilizados em
nossas formulagdes, que pode ter acontecido no momento da remocao dos debris celulares com
virus associados as membranas, conforme discutido acima.

Esse fendmeno ndo € relatado na literatura para o EHDV, mas possivelmente também esta
relacionado aos mesmos mecanismos, devido as semelhancas estruturais entre esses virus.

A titulacéo viral das suspens@es neutralizadas com K,HPO4 ndo foi realizada pois nesta etapa ja
se esperava que 0s virus estivessem inativados. A adicdo do K;HPO, é realizada para
neutralizacdo do pH &cido resultante da acdo da B-propriolactona durante o processo de inativagdo
viral.

A adicdo do tampao fosfato dipotassico também foi responsavel por perdas em virtude do efeito
de diluicdo. Por esse motivo, a concentracdo final das particulas virais foi estimada pela
multiplicacdo da concentragéo inicial pelo volume inicial e o resultado foi dividido pelo volume
final ap6s a adi¢do do tampéo.

As reducdes foram maiores para os sorotipos BTV-19, BTV-24, EHDV-1 e EHDV-2, ja que 0s
volumes adicionados para cada sorotipo ndo foram os mesmaos, pois a intensidade da acidificacdo
do meio pela B-propriolactona foi diferente entre as formulagdes, necessitando, portanto, de
volumes diferentes para neutralizagéo do pH (Tabela 6).

Tabela 6. Volumes de K,HPO4 adicionados nas suspensoes virais inativadas para neutralizacéo do pH.

Sorotipo  Volume de K:HPO4 adicionado

BTV-3 1,00 mL
BTV-14 0,40 mL
BTV-18 0,40 mL
BTV-19 1,20 mL
BTV-22 1,40 mL
BTV-24 0,50 mL
EHDV-1 0,40 mL
EHDV-2 0,70 mL

Nesse contexto, com os titulos finais calculados, definiu-se como meta da massa antigénica nas
formulacdes vacinais o valor de 5,0 x 10* particulas virais/125uL (10*%° TCIDso/125 uL), massa
antigénica préxima a utilizada por Parker et al (1975) que correspondeu a 1,56 x 10%/125 puL
(10**° TCIDso/125uL).

As amostras que possuiam titulo mais baixo ou muito préximas de 5,0 x 10* particulas
virais/125uL foram utilizadas sem nenhuma dilui¢do. O virus EHDV-2 foi adicionado a 1,25 x
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10%/125 uL porque foi o maior titulo obtido apds o processo de clarificagdo. A massa antigénica
do virus BTV-22 foi 4,07 x 10%/125uL

As suspensdes virais foram diluidas em meio DMEM e os resultados encontram-se descritos na
Tabela 7.

Tabela 7. Fatores de diluicdo dos oito sorotipos virais para a formulacéo das vacinas inativas.

Virus Titulo/mL Fator de Titulo por mL ap6s Titulo em 125 pl apods
diluicao diluicao* diluicdo

BTV-3 4,26 x 10° 10,6 4,01 x 10° 5,02 x 10*
BTV-14 7,94 x 10° 1,99 3,98 x 10° 4,98 x 10*
BTV-18 6,0 x 10° 1,51 3,97 x 10° 4,96 x 10*
BTV-19 1,32 x 10° 3,30 4,00 x 10° 5,00 x 10*
BTV-22 4,07 x 106 - 4,07 x 106 5,09 x 10°
BTV-24 3,31x10° - 3,31x10° 4,13 x 10*
EHDV-1 4,47 x10° - 4,47 x 10° 5,58 x 10*
EHDV-2  1,00x10° - 1,00 x 10° 1,25 x 104

5.2. Testes de inativacdo viral e esterilidade

No tocante dos testes de esterilidade, ndo foi observada a presenca de qualquer tipo de
contaminante na pesquisa de bactérias aerdbicas, bactérias anaerdbicas e fungos.

Nao houve efeito citopatico nas monocamadas de células BHK-21 inoculadas com as suspensofes
virais inativadas pela B-propriolactona apos trés passagens.

5.3. Testes de inocuidade

Os resultados da temperatura corporal e a espessura da pele no ponto de inoculagdo da vacina
encontram-se descritos na figura 11.
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Figura 11. Resultados dos testes de inocuidade realizado em quatro coelhos da raga Nova Zelandia. A
“figura 11a” apresenta as médias de temperatura corporal (pontos) e o erro padrdo da média (tracos) das
andlises realizadas durante sete dias. A &rea hachurada representa os valores de normalidade para coelhos.
A “figura 11b” apresentam as médias de espessura de pele (tridngulos) e as amplitudes minima e maxima
(tracos) obtidas. Legenda: MO = Momento 0 (pré-vacinacao).
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O momento pré-vacinagdo foi o controle do teste. Foi possivel observar que, neste momento, a
temperatura corporal média dos animais encontrava-se dentro dos valores de referéncia segundo
Pessoa (2014) e a espessura no ponto de inoculacdo foi igual a 0,4 cm para 0s quatro animais.

Nos dias posteriores, observou-se aumento da temperatura corporal associada com o aumento da
espessura no ponto de inoculagdo. As variaveis espessura e temperatura retornaram para 0s
valores normais no terceiro e quarto dia, respectivamente. Nao foram observados sinais de dor
e/ou desconforto segundo a escala de Grimace, descrita por Hampshire (2015). As temperaturas
médias apresentaram-se acima dos valores de referéncia no sexto e seétimo dia de
acompanhamento.

As alteragdes da espessura de pele e temperatura observadas no teste de inocuidade do presente
estudo provavelmente estdo relacionadas ao estimulo imunogénico induzido pelos adjuvantes,
conforme ja discutido por Tizard (2014) e Awate et al (2013) e 0 aumento da temperatura corporal
nos ultimos dias de avaliacdo possivelmente ocorreu devido a manipulacdo dos animais, pois
segundo Couto (2002), ponderando sobre a manipulacdo dos animais durante a experimentagéo,
0 estresse pode gerar discretos aumentos da temperatura, sem necessariamente estar relacionado
a sindrome febre.

Em cervideos, 0 uso de hidroxido de aluminio associado com saponina ndo demonstrou reagoes
adversas locais e sistémicas em cervos vermelhos apds administracdo de duas doses, com
intervalo de 28 dias, usando vacinas comerciais bivalentes contendo os virus BTV-1 e BTV-8,
segundo o estudo realizado por Lorca-Ord et al (2012), o que nos levou a selecionar esses
adjuvantes como candidatos para a formulag&o vacinal nos cervideos de Itaipu.

O hidréxido de aluminio é responsavel pela liberagdo controlada do antigeno no local da
inoculacéo através do efeito de depdsito, enquanto a saponina estimula o sistema imunolégico
pela inibigdo da tolerancia imunoldgica, aumentando a interacdo de moléculas coestimulatorias e
estimulo seletivo de uma resposta de linfocitos T auxiliares, subtipo 1 (Bhanuprakash, 2009). A
relacdo sinérgica entre os dois adjuvantes utilizados favorece a resposta imune humoral, ja que o
uso de vacinas inativadas favorecem pouco estimulo ao sistema imunolégico, ja que os virus sao
incapazes de replicar e induzir uma resposta imunolégica satisfatoria.

As informacBes sobre o uso de adjuvantes e do uso de vacinas contra 0 BTV e EHDV em
cervideos na literatura é escassa. Por esse motivo, novos estudos de inocuidade serdo realizados
nas espécies de cervideos de Itaipu no momento oportuno das vacinac@es, pois reagdes locais ou
sistémicas exacerbadas poderiam colocar em risco a vida dos animais vacinados, prejudicando o
objetivo do presente trabalho que consiste na conservacéo dessas espécies que estdo ameagadas
de extincéo.

5.4. Soroneutralizacdo em microplaca

A avaliacgéo da resposta imune induzida pela vacinacéo isolada (V1 ou V2) e associada (V1 + V2)
encontra-se descritos na Figura 13. A partir dos dados obtidos é possivel observar que, segundo
a resposta individual, trés animais do grupo “V1” e dois animais do grupo “V1 + V2~
apresentaram anticorpos na dilui¢do 1:2 quando foi verificado o0 momento pré-vacinagdo do
sorotipo BTV-18. Também foi observado que um animal do grupo “Vacina 1+2” apresentou
anticorpos contra o sorotipo BTV-24 no momento pré-vacinagao.
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E improvavel que a presenca desses anticorpos neutralizantes no momento pré-vacinacio seja
oriunda de infeccdo natural com o sorotipo homdlogo. A hipdtese provavel é que a reacdo de
neutralizacdo nos animais positivos 1:2 no momento pré-vacinacdo possa estar relacionada a
reacGes inespecificas, pois nessa diluicdo a alta concentracdo de proteinas séricas presentes na
amostra de soro pode bloguear a ligacdo da VP2 com os receptores celulares. No estudo de Lobato
(1994) a diluicdo de 1:2 apresentou neutralizacdo com soro de coelhos no momento pré-
vacinacdo, portanto a autora considerou como ponto de corte da reacdo a diluicdo 1:4.

Prasad et al. (2018) também observaram efeitos neutralizantes em diluicbes no momento pré-
vacina¢do em um experimento que utilizou uma vacina polivalente em ovelhas contendo cinco
antigenos de BTV (BTV-1, BTV-2, BTV-10, BTV-16 e BTV-23) (Tabela 1). Neste estudo, 0s
pesquisadores consideraram a diluicdo 1.6 (2,58 Log2) como ponto de corte e todos 0s sorotipos,
com exce¢do do BTV-1, apresentaram resultados positivos no momento pré-vacinagao.
Interessante observar que no ensaio de ELISA realizado, no qual sdo pesquisados anticorpos
contra a proteina VVP7, ndo houve detec¢do de anticorpos totais no momento zero.

A seguir, s&o apresentados os resultados da soroneutralizagdo considerando o ponto de corte >
1:4 do presente trabalho, considerando as medianas obtidas nos quatro pontos de avaliagéo
(Figura 12).
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Figura 12. Mediana do titulo de anticorpos neutralizantes, expressos em Logz, N0 momento pré-vacinagao
e apods as trés vacinagdes isoladas e associadas. Legenda: MO = Momento 0 (Primovacinagdo); M1 =
Momento 1 (21 dias); M2 = Momento 2 (51 dias); M3 = Momento 3 (81 dias).

N&o houve soroconversdo para os sorotipos BTV-3, BTV-14, EHDV-1 e EHDV-2 em nenhum
dos grupos e em nenhum dos trés tempos testados.

Os primeiros resultados de soroconversdo puderam ser observados a partir do 21° dia apds a
primovacinacdo, apenas em respostas biol6gicas individuais, ou seja, alguns animais
soroconverteram, mas as medianas de todos 0s virus permaneceram iguais a zero (Figura 13).
Alguns virus apresentaram mediana igual a 1:2, mas foram consideradas como negativas pois,
como ja discutido, o ponto de corte foi considerado > 1:4.
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Figura 13. Resultados dos testes de soroneutralizagdo em microplaca dos grupos vacinados com uma
vacina quadrivalente isolada e vacinados com as duas vacinas quadrivalente associadas. Os resultados
individuais de cada animal estdo representados pelos pontos e foram transformados para Log.. Os nimeros
representam a identificacéo individual dos animais. Os tragos indicam a mediana do titulo de anticorpos.

Legenda: Pré-vac = pré-vacinacdo; NR — N&o realizado.
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Nossos resultados foram semelhantes a soroconversdo dos coelhos avaliados no ensaio pré-clinico
realizado por Macedo (2004). Esse trabalho, que também avaliou a presenca de anticorpos
neutralizantes aos 21 dias pds-vacinacdo, demonstrou que alguns animais desenvolveram
resposta, mas quando as medianas foram avaliadas observaram-se resultados negativos.

O uso de vacinas inativadas tem como desvantagem a necessidade de multiplas doses para
inducdo de uma boa resposta imune humoral. Nesse contexto, varias vacinacdes devem ser
realizadas para que se obtenha titulos de anticorpos satisfatérios, conforme discutido por
Bhanuprakash (2009) e Rijn (2019). Baseado nessa afirmagéo, e devido a baixa dose antigénica,
dois boosters foram realizados.

Nas andlises realizadas 30 dias apés a segunda vacinagdo foi observado, para o grupo vacinado
com uma Unica vacina, apenas um animal positivo para BTV-18, trés animais positivos (com
aumento da mediana para o virus BTV-19) e apenas um animal positivo para BTV-22 (Figura
13).

Para o grupo “Vacina 1+2”, houve aumento de anticorpos (e da mediana) para o sorotipo BTV-
18, apenas dois animais positivos para os virus BTV-19 e BTV-24, e aumento do titulo em um
animal para o virus BTV-22 (Figura 13).

Na segunda vacinacao realizada em coelhos por Macedo (2004), foi observado o aumento na
mediana nos grupos que utilizaram como adjuvante Emulsdo Multipla e Microemulsdo e na
mediana do grupo hidroxido de aluminio, apés 14 dias da segunda vacinacdo, conferindo,
portanto, o efeito esperado. Em nosso estudo, foi observado mediana maxima apds o booster igual
a dois (Log2) para os sorotipos BTV-19 e BTV-18 nos grupos “vacina 1” e vacina “1+2”,
respectivamente, o que representa resultados positivos, segundo o ponto de corte estabelecido.

Os baixos titulos de anticorpos para alguns sorotipos obtidos ap6s a segunda vacinagdo nos
levaram a realizar mais um booster objetivando melhores resultados. Nesse contexto, 30 dias ap6s
a segunda vacinacdo (81 dias totais de experimentacdo) as amostras foram testadas e foi
observado diferentes comportamentos nos titulos de anticorpos entre o0s virus.

No grupo “V1 e V27, houve um excelente efeito do booster para o BTV-18, com mediana
equivalente a trés (Logy), e 100% dos animais positivos. Apenas um animal foi positivo para o
BTV-22 e dois foram positivos para 0 BTV-19 e BTV-24. Todas as medianas dos demais virus,
com excegdo dos valores do BTV-18, foram consideradas como resultados negativos.

No grupo “V1+V2” também foi observado excelente resposta para o BTV-18, com 100% dos
animais positivos, no qual a mediana méxima desse trabalho foi observada (i.e. 5,5 Log2).
Também foi observado grande aumento da mediana e resposta individual contrao BTV-19, BTV-
24, e apenas um animal positivo para o BTV-22.

Os resultados da ultima avaliacdo demonstraram que houve o efeito esperado para alguns virus,
mas ndo atingimos o objetivo que era 0 aumento do titulo para todos os virus testados.

A relacdo de animais positivos ap6s a Ultima vacinacdo, considerando o ponto de corte >1:4 no
teste de soroneutralizacdo encontram-se descritas na tabela 8.
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Tabela 8. Relagéo de animais positivos, segundo o ponto de corte (dilui¢do 1:4), nos grupos V1, V2 e
V1+V2 obtidos 30 dias ap6s a Ultima vacinacéo.

V1 V2 V1+2

Valor absoluto % Valor absoluto % Valor absoluto %

BTV-3 0/5 0 0/5 0

BTV-14 0/5 0 0/5 0
BTV-18 5/5 100 5/5 100
BTV-19 2/5 40 4/5 80
BTV-22 1/5 20 1/5 20
BTV-24 2/5 40 4/5 80

EHDV-1 0/5 0 0/5 0

EHDV-2 0/5 0 0/5 0

E possivel observar pela analise da tabela acima que a vacinagdo associada (grupo V1+V2)
demonstrou melhor resposta bioldgica individual quando comparada a vacinagdo isolada. O
mesmo pode ser concluido quando as medianas dos quatro pontos de avaliagdo sdo comparadas
(Figura 12). Embora néo seja possivel concluir se esse fenémeno € significativo pela auséncia de
andlises estatistica, esses resultados sdo promissores no tocante da vacinagdo em cervideos, pois
a vacinagdo associada podera ser uma importante ferramenta para reduzir a manipulagdo desses
animais e facilitar as aplicacbes, pois nesse caso, sera possivel aplicar cada vacina em um
antimero diferente.

A melhor resposta observada na vacinacdo associada também tem como ponto positivo a
producdo dessas vacinas. A vacinacdo associada permite distribuir os oito virus em duas vacinas
distintas. Se fosse necessario formular apenas uma vacina, a participacdo de cada sorotipo na
vacina dificultaria a manutencdo de uma massa antigénica apropriada para 0s oito virus, ja que
cada virus ocuparia metade do espaco das formulacdes desenvolvidas nesse trabalho.

Para avaliar a presenca de anticorpos totais nas amostras de soro da terceira coleta, estas foram
submetidas ao teste de imunodifusdo em gel de agar (IDGA) contra antigenos do BTV e o0s
resultados obtidos encontram-se descritos na tabela 9. N&o foram realizados testes contra 0s
antigenos do EHDV pela auséncia de antigeno padrdo no momento deste estudo.

Tabela 9. Relagdo de animais positivos no teste de soroneutralizagdo (resultados expressos em Logs),
segundo o ponto de corte (diluigdo 1:4), e no teste de imunodifusdo em gel de agar ap6s 30 dias da ultima
vacinacgao nos grupos V1, V2 e V1+V2,

V1 V2 V1+V2
Coelho 1 SN IDGA SN IDGA SN IDGA
BTV-3 Negativo - Negativo
SP\;E’ Ne%agvo Todos Todos Nega(t)lvo Todos
BTV-19 Neg:;ltivo animais i animais 2‘0 animais
BTV-22 i positivos Negativo positivos 20 positivos
BTV-24 - 2,0 3,0
Coelho 2
BTV-3 Negativo - Negativo
. Todos Todos . Todos
g¥xig Negaélvo animais animais Nega(t)lvo animais
; positivos positivos ‘ positivos

BTV-19 Negativo - 2,0
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BTV-22 - Negativo Negativo
BTV-24 - 2,0 Negativo

Coelho 3
BTV-3 Negativo - Negativo
BTV-14 Negativo - Negativo
BTV-18 3,0 a-;(i)r?](;iss i az?gg?s >0 a-;?r?sl?s
BTV-19 2,0 y - - 2,0 .
BTV-22 ! positivos 2.0 positivos Negativo positivos
BTV-24 - Negativo 2,5

Coelho 4
BTV-3 Negativo - Negativo
BTV-14 Negativo - Negativo
BTV-18 2.5 aﬁ?ric;?s i aE?rig?s 6,0 az?rigiss
BTV-19 Negativo . - - Negativo .
BTV-22 i positivos Negativo positivos Negativo positivos
BTV-24 - Negativo 3,0

Coelho 5
BTV-3 Negativo - Negativo
BTV-14 Negativo - Negativo
BTV-18 6.0 aE?gg; i az?rig?s 4.0 aﬁ?g(;?s
BTV-19 3,0 . - o 3,0 .
BTV-22 ! positivos Negativo positivos Negativo positivos
BTV-24 - Negativo 2,0

A partir da comparagédo dos resultados de anticorpos neutralizantes com anticorpos precipitantes
é possivel observar que no grupo V2 alguns coelhos apresentaram resultados negativos no teste
de soroneutralizagdo, mas apresentaram resultados positivos no IDGA. Anticorpos precipitantes
sdo oriundos da formagdo de imunocomplexos com proteinas estruturais (principalmente VP7) e
ndo estruturais (NS1). A proteina NS1, por exemplo, é a proteina com maior produgéo durante o
processo de replicacdo viral e estdo presentes em altas concentrages nas suspensdes de virus
obtidos em cultivos de células. Portanto, os resultados da linha de precipitacdo observada nos
coelhos sdo, provavelmente, decorrentes de uma resposta a varias proteinas da particula viral,
enquanto a soroneutralizacdo detecta apenas anticorpos anti-VP2/\VVP5 com funcéo biolégica de
neutralizacdo, que € a acdo relacionada a protecdo da infeccdo. Os demais anticorpos sao
importantes para agdes como opsonizagdo e ativacdo do sistema complemento e participam de
outros tipos de respostas imunoldgicas, porém eles ndo impedem a infeccéo celular.

Os resultados do IDGA demonstram que 100% dos coelhos foram imunizados contra o BTV, mas
que ndo necessariamente foram induzidos anticorpos neutralizantes contra todos 0s virus
inoculados. O mesmo fendmeno foi observado no estudo de Lobato (1994), onde alguns coelhos
apresentam anticorpos totais em altas concentracdes no teste de ELISA para os recombinantes
expressando VP2+VP5 (teste equivalente ao IDGA), mas quando o teste de soroneutralizacdo era
realizado, alguns animais eram negativos ou apresentavam baixos titulos de anticorpos
neutralizantes.

Os hospedeiros infectados pelos virus BTV e EHDV desenvolvem varios tipos de respostas
imunes, as quais incluem anticorpos especificos para sorotipos e sorogrupos e respostas imunes
celulares (Darpel et al., 2009). As respostas especificas para cada sorotipo sdo direcionadas
conforme a proteina VP2 onde sdo gerados anticorpos neutralizantes, enquanto as respostas
direcionadas ao sorogrupo sao direcionadas contra a \VP7, proteina fortemente imunodominante
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gue podem ser usados para o diagnostico e identificacdo de qualquer cepa por ELISA ou IDGA.
O papel dos anticorpos ndo neutralizantes é pouco esclarecido na literatura (Darpel et al., 2009).

No presente estudo, a resposta imune humoral foi escolhida para investigacdo em virtude da
utilizagdo de virus inativados nas vacinas, onde a resposta imunolégica predominante é a do tipo
Th2 (T helper 2), em virtude da apresentacdo de antigeno via complexo principal de
histocompatibilidade de classe I1. Essa resposta estimula a producéo e diferenciacao de linfocitos
B para plasmdcitos principalmente por meio da interleucina-4.

O critério de avaliacdo da eficacia para vacinas contra a LA e DEH nos estudos disponiveis na
literatura sdo realizados exclusivamente por soroneutralizacdo em microplacas e ELISA. No
presente trabalho a técnica de ELISA foi substituida pelo IDGA, ja que a resposta obtida entre os
dois testes é equivalente em relacdo ao tipo de resposta induzida (neutralizante ou ndo). N&o ha
um consenso entre o titulo de anticorpos neutralizantes necessario para protecéo efetiva contra a
infeccéo, visto que algumas vacinas inativadas podem conferir prote¢cdo mesmo na auséncia de
anticorpos neutralizantes. Nesse contexto, a melhor forma de avaliacdo da eficacia é realizada por
meio de vacinacdo seguida do desafio na espécie alvo.

Sobre a auséncia de resposta de anticorpos neutralizantes para alguns virus nos coelhos, nao
podemos concluir que o mesmo ocorrerd nos cervideos, ja que o repertério de linfécitos B é
diferente entre as duas espécies. No estudo de Lobato (1994) foi observado que titulos de
anticorpos neutralizantes foram inferiores em coelhos quando comparados a ovinos vacinados
com as mesmas proteinas do BTV-1 (VP2+VP5) expressas por vetores vacinais (virus vaccinia).
Embora nédo seja possivel correlacionar imunogenicidade em coelhos e ruminantes, Lobato (1994)
observou que titulos iguais a 1:8 na soroneutralizacdo em coelhos induziu respostas nas ovelhas
e foi protetor ap6s o desafio com o virus homologo. Assim, os resultados de imunogenicidade em
coelhos poderdo induzir respostas nos cervideos e ser protetora frente a infeccao.

Além disso, deve-se considerar que apesar da evidéncia de neutralizacdo por anticorpos,
Schawartz-Cornil et al. (2008) discutem que o nivel de anticorpos neutralizantes nem sempre
estdo correlacionados com o grau de protecdo apds a vacinacdo com BTV e algumas vacinas
inativadas podem conferir protecdo na auséncia de anticorpos neutralizantes.

Foram observados que os virus BTV-18, BTV-19 e BTV-24 induziram, nessa ordem, 0s maiores
titulos de anticorpos. A observacdo desse efeito é importante para os ajustes antigénicos nas
vacinas seja feito, de modo que a inducdo de anticorpos neutralizantes ocorra para todos 0s virus
introduzidos nas vacinas. Essa observacao devera ser levada em consideracdo na formulagdo das
vacinas para cervideos.

A interferéncia entre sorotipos em vacinas polivalentes para o BTV j4 € relatada na literatura.
Savini et al. (2004) observaram o efeito imunodominante in vivo e in vitro do sorotipo BTV-2
sobre 0 BTV-9 em uma vacina bivalente atenuada administrada em ovinos. Os titulos de
anticorpos neutralizantes 25 dias pds-vacinacdo para o BTV-2 foram superiores aos do BTV-9.
Na avaliacdo da viremia induzida pela replica¢do dos virus vacinais, o0 BTV-2 apresentou titulos
maiores que 0 BTV-9, demonstrando a dominéncia in vivo.

No estudo de Parker et al. (1975), foi avaliado o efeito da soroconverséo de uma vacina inativada
bivalente contendo os virus BTV-3 e BTV-4 com adjuvante oleoso em ovinos. Os autores
compararam a soroconversdo desses virus em formulagcdes monovalentes com outra formulacéo
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bivalente com os mesmos virus. Foi observado gue isoladamente o virus BTV-4 induziu titulos
de anticorpos neutralizantes mais altos que o BTV-3, mas quando os dois virus foram
administrados na mesma vacina, a resposta contra 0 BTV-3 foi maior.

No estudo de Prasad et al. (2018) que utilizou uma vacina polivalente inativada contendo os virus
BTV-1, BTV-2, BTV-10, BTV-16 e BTV-23 em ovinos e caprinos, foram observados menores
titulos de anticorpos para o virus BTV-1 nos ovinos, apos 32 dias da Gltima vacinagdo, e menores
titulos para 0 BTV-1, BTV-2 e BTV-16 nos caprinos ap6s 32 dias da ultima vacinagdo, porém
ndo estdo descritas as informacGes sobre a massa viral utilizada para cada sorotipo, dessa forma
ndo é possivel inferir se houve competicao antigénica ou se a resposta foi diferente em virtude da
diferenca da massa antigénica.

Apesar de os estudos de Parker et al. (1975) e Prasad et al. (2018) ndo terem usado ferramentas
estatisticas, é possivel inferir que as diferengas encontradas em relacdo a presenca de anticorpos
sdo importantes e que provavelmente estdo relacionadas a efeitos de dominancia/competicao
antigénica entre 0s sorotipos.

Além da competigdo antigénica, outra questdo importante no desenvolvimento de vacinas para o
BTV e EHDV sdo as reacOes cruzadas entre sorotipos. Neste estudo, a disposi¢do dos sorotipos
entre as vacinas foi realizada para que nao houvessem sorotipos do mesmo sorogrupo dentro da
mesma vacina, pois isso poderia interferir nos resultados de soroneutralizag&o, ou seja, ndo seria
possivel distinguir se a presenca de anticorpos neutralizantes era homologa ao virus testado ou se
poderia ser rea¢fes cruzadas entre 0s sorotipos. Além disso, a presenca de oito virus circulantes
pertencentes a diferentes sorogrupos permitira avaliar in vivo se existe alguma protecéo cruzada,
caso exista a emergéncia de novos sorotipos de BTV ou EHDV na reserva bioldgica.

No tocante aos adjuvantes, foram utilizados os mesmos produtos de vacinas inativadas para o
BTV e EHDV, ou seja, hidréxido de aluminio associado com a saponina, segundo os trabalhos
revisados (Hamers et al., 2009; Zanolari, 2010; Oura, Edwards, Batten, 2012; Lorca-Oro et al.,
2012; Batten, 2013; Breard, 2015; Hilke, 2019).

O uso de hidréxido de aluminio no estudo de Macedo (2004) em coelhos induziu uma resposta
equivalente aos titulos obtidos de formulagdes vacinais sem adjuvantes, ou seja, ndo foi eficaz no
refinamento da resposta imune. Em virtude desse resultado, foi associado outro adjuvante (i.e.
saponina) para aumento da eficacia, baseado no trabalho de Matos et al. (2017) que observou
relacdo sinérgica entre os dois adjuvantes na inducdo de anticorpos contra o virus vaccinia
inativado em camundongos vacinados com duas doses da formulagéo e baseado na observacao da
seguranca com 0 uso desses adjuvantes em cervideos relatado por Lérca-Oro et al. (2012) . A
vantagem da adicdo de saponina, segundo Spickler e Roth (2013), esta associada ao estimulo das
respostas de linfdcitos T helper e das respostas inflamatdrias inespecificas.

Mesmo com a escolha de adjuvantes com eficacia ja demonstrada em outros estudos, é possivel
gue a massa antigénica possa ter interferido, ndo induzindo, para alguns sorotipos, resposta
humoral satisfatdria.

A massa antigénica utilizada nas vacinas € uma variavel importante na inducdo da resposta imune.
Para realizacdo deste estudo foi decidido que tentariamos manter, na medida do possivel, uma
massa antigénica semelhante entre os sorotipos que compunham a vacina.
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Assim, foram utilizados valores médios de 5 x 10 particulas virais/125uL de cada sorotipo, com
excecdo do BTV-22 que apresentou massa antigénica maior, e o EHDV-1 e EHDV-2 que
apresentaram massa antigénica menor, o que pode ter interferido na resposta imune para esses
trés virus. O EHDV-1 e EHDV-2 apresentaram resultados negativos em todos 0s momentos,
talvez em virtude da menor massa quando comparada aos outros virus, enquanto o BTV-22
apresentou maior massa e mesmo assim nao induziu resposta satisfatoria como os virus BTV-18,
BTV-19 e BTV-24.

Um importante limitante na determinacéo e formulacdo do titulo minimo viral que seré utilizado
na composicdo das vacinas € a capacidade de crescimento e producdo de particulas virais
infecciosas em cultivo celular uma vez que séo as suspensdes celulares que sdo utilizadas para
confecgdo das vacinas. As amostras que utilizamos foram isoladas de campo e, portanto, ndo eram
adaptadas em cultivo celular. Por outro lado, maltiplas passagens em cultura de células podem
levar a alteracdes antigénicas importantes e podem ocorrer justamente em populac@es que melhor
se adaptam para o crescimento in vitro.

Dessa forma, determinamos a variavel nimero maximo de passagens em cultura de células, que
foi igual a cinco e observamos o titulo maximo obtido com cada sorotipo. A partir dali,
considerando também a informagdo contida na literatura em relacdo & massa antigénica das
vacinas inativadas para estes orbivirus, determinamos a quantidade de particulas viras mais
homogénea possivel para todos os sorotipos na formulagdo das vacinas.

As amostras de EHDV-1 e EHDV-2 apresentaram titulos muito baixos e entraram na formulagédo
da vacina sem nenhuma diluigdo, mas ainda assim apresentando carga viral antigénica abaixo da
utilizada para os outros sorotipos.

Segundo Rjin (2019), as vacinas inativadas devem utilizar de forma ideal cerca de 1 x 10’
particulas/mL em suas formula¢fes. Com excecdo da menor massa antigénica que correspondeu
a 1,24 x 10°%/mL (Parker et al., 1975), titulos proximos de 1 x 107 particulas/mL podem ser
observados nos trabalhos revisados que utilizaram vacinas inativadas contra o BTV (Quadro 2)
(Parker et al., 1975; Emidio, 2004; Savini, 2007; Wackerlin et al., 2010; Breard et al., 2015;
Spedicato et al., 2016; Speiser et al., 2016; Zhugunissova, 2018; Hilke, 2019). Como nossa massa
antigénica foi inferior aos valores das vacinas comerciais e inativadas revisados, provavelmente
este fato contribuiu para que ndo obtivéssemos altos titulos de anticorpos como observado por
outros autores.

A formulagdo quadrivalente também interferiu no titulo dos virus, pois a somatéria do efeito de
diluicdo dos adjuvantes com a participacdo de cada sorotipo na vacina prejudicou os titulos
antigénicos. Se fossem formuladas vacinas monovalentes ou bivalentes, a participagdo de cada
sorotipo nas vacinas seria maior e, consequentemente, seria possivel adicionar maior massa
antigénica no mesmo volume de vacina, porém a necessidade de imunizar os animais de Itaipu
com todos os sorotipos isolados, além de minimizar as capturas dos animais para vacinagdo nos
levaram a escolher as formulagdes quadrivalente assumindo titulos virais mais baixos.

Segundo Macedo (2004), como 0s antigenos nas vacinas inativadas ndo apresentam capacidade
de replicacéo, deve-se aumentar a concentracdo antigénica para uma melhor resposta imune. Em
escalas industriais, esse aumento é conseguido com o uso de técnicas de crescimento antigénico
por escalonamento em grandes biorreatores, processos de ultracentrifugacdo e purificacdo
antigénica. Nosso estudo consistiu na producdo de vacinas autdgenas, que frequentemente sdo
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produzidas em estruturas laboratoriais de menor escala. Além disso, ha perdas antigénicas durante
0s processos de neutralizacdo da inativacdo e da clarificacdo, conforme demonstrado nos
resultados da producdo antigénica. Esses processos contribuiram para baixa massa viral obtida,
mas sdo intrinsecos ao tipo de producédo de vacinas autdgenas.

A partir dos resultados obtidos, temos como perspectivas futuras testar em novas vacinas o efeito
do aumento da massa antigénica com novas passagens visando a melhor adaptacdo em cultura de
celulas objetivando aumentar o titulo viral, além de comparar a eficacia do hidroxido de aluminio
+ saponina com emulsdes multiplas (Montanide ISA) que também sdo usados em vacinas contra
0 BTV (Emidio, 2004; Savini, 2007; Zhugunissova, 2018).

Para evitar a necessidade de multiplas doses exigidas por vacinas inativadas, uma alternativa seria
0 uso de vacinas atenuadas, pois como demonstrado na revisao de literatura, a poténcia de uma
aplicacgdo isolada é equivalente a magnitude da resposta das vacinas inativadas e elas conferem a
vantagem de ndo precisarem de adjuvantes (Savini et al., 2004; Speiser et al., 2006). Apesar disso,
ndo existem no mercado vacinas atenuadas para cervideos, o que impossibilita 0 uso de produtos
comerciais importados formulados para bovinos e ovinos. Também ja foram explicitadas as
desvantagens do uso das vacinas atenuadas para BTV que seriam: risco de recombinacao,
reversdo de viruléncia, inducdo de sinais clinicos e queda na producdo animal, possibilidade de
efeitos teratogénicos, entre outros.

Ja em relacdo as vacinas inativadas comerciais, seu uso também ndo é possivel em virtude da
necessidade de protecdo sorotipo-especifica. Em nossas revisdes foi demonstrado a presenca de
vacinas comerciais inativadas, utilizadas no exterior, contra os virus BTV-2, BTV-4, BTV-8,
BTV-9 (Breard, 2015; Hilke, 2019), que ndo sdo correspondentes aos sorotipos circulantes na
reserva bioldgica de Itaipu. Além disso, levantamentos bibliograficos permitem observar que o0s
sorotipos de BTV ja descritos em cervideos e 0s ja descritos em ovinos no Brasil ndo sdo comuns
aos dois hospedeiros (Baldini et al., 2018). Em cervideos, ha relatos dos virus BTV-3, 14, 18, 19,
22, 24 e em ruminantes domésticos, até hoje no Brasil, foram descritos os sorotipos BTV-1, 4,
12, e 17 (Lobato et al., 2015).

A falta de interesse comercial pelas industrias para a producdo de vacinas que protejam 0s
cervideos, além da diferenca de sorotipos encontrados em cervideos e ruminantes domésticos
demonstram que as vacinas autdgenas sdo as melhores alternativas para uso e conservagdo das
espécies. Elas conferem a vantagem de protegerem 0s animais contra 0s sorotipos especificos
circulantes na regido, além de ndo exigirem estruturas laboratoriais complexas para a formulagéo
dos produtos.

Vacinas autégenas sdo produzidas comercialmente, sob demanda, em laboratorios de diagndstico
no pais, entretanto, a poténcia e eficacia dos lotes dessas vacinas sdo pouco estudadas antes da
comercializagdo. Nosso estudo permitiu a avaliacdo da imunogenicidade das vacinas estudadas
em ensaios pré-clinicos, o que possibilita obter informac@es importantes para continuidade do
trabalho sobre as vacinas para aplicacdo em cervideos de Itaipu. Apds observacdo da
imunogenicidade na espécie-alvo, 0 uso dessas vacinas abrird oportunidades para vacinagdo de
outros cervideos brasileiros, contribuindo na conservagao das espécies, uma vez que os resultados
encontrados nos estudos de prevaléncia demonstram que os virus BTV e EHDV estdo presentes
em cervideos no Brasil e s&o responsaveis por causarem infec¢do e doenca clinica nesses animais.
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A falta de conhecimento dessas doencgas em animais de vida livre e animais de cativeiro, além da
falta de diagndstico no passado contribuiram para a ocorréncia e disseminagao dessas doengas no
pais, com impactos negativos na conservacdo dessas espécies, em virtude das altas taxas de
mortalidade observadas nos locais com ocorréncia da doenca clinica (Pandolfi, 1999; Montassier
et al., 2001; Kawanami, 2016; Favero et al., 2013; Kawanami et al., 2018).

Além disso, Baldini et al (2018) discutem que os resultados obtidos com os estudos na reserva
bioldgica de Itaipu permitem concluir que pelo menos os virus BTV-3, 14, 18, 19, 22, 24, EHDV-
1 e EHDV-2 estdo circulando no CASIB e causando doenga hemorragica em animais altamente
susceptiveis, resultando em altas taxas de mortalidade. Especula-se também que outros sorotipos
de BTV, ainda ndo identificados, também possam estar presentes na regido. Caso ocorra
coinfeccdo com esses mais de um sorotipo de BTV ou EHDV existe a possibilidade de rearranjo
viral e ocorréncia de novos sorotipos com caracteristicas fenotipicas e patogénicas desconhecidas,
justificando a necessidade de controle imediata para que novas mortes ndo ocorram na reserva
bioldgica.

A evidéncia da circulagdo de maltiplos sorotipos em diferentes anos em Itaipu nos leva a concluir
que a vacinagdo com todos os sorotipos conhecidos é importante para proteger os animais, ja que
na literatura ha a evidéncia da circulagdo de diferentes sorotipos de BTV nos surtos ocorridos,
com substituicdo desses sorotipos nos anos seguintes (Dungu, 2004). A ocorréncia desse
fendbmeno dificulta a previsdo de quais sorotipos irdo circular nos anos seguintes, o que justifica
novamente a vacinacao de todos os animais contra todos os sorotipos isolados, para que novas
mortes ndo ocorram durante novos surtos.

A principal vantagem da imunizacdo dos animais do CASIB sera a observagdo do efeito de
protecdo conferido pelas vacinas em animais de cativeiro. Caso a protecdo seja satisfatoria, essa
observacdo permitird outros estudos com animais mantidos em situagdo de cativeiro pelo pais.
Apesar disso, a principal desvantagem € a necessidade de protecao sorotipo-especifica, portanto,
caso a vacinagdo de animais em cativeiro seja satisfatoria, a implementacdo desse manejo
sanitario deve sempre seguir as caracteristicas do ambiente, representado principalmente pelo
conhecimento dos sorotipos presentes na regido.

Em animais de vida livre, a vacinacdo tem como desvantagem a necessidade de maltiplas doses
para inducdo da resposta imune humoral. A captura de um mesmo animal de vida livre para
multiplas vacinacdes é laboriosa e muitas vezes impossivel. Nesse contexto, para esse tipo de
manejo, novos estudos deveriam ser realizados, enfatizando a producdo de vacinas com altos
titulos virais para que apenas uma dose fosse suficiente para inducao da resposta humoral. Apesar
dessa desvantagem, o uso de vacinas autdgenas inativadas em animais de vida livre € uma
excelente estratégia de protecdo e conservagdo dessas espécies.

Estudos futuros permitirdo o desenvolvimento e uso de vacinas autdgenas em animais de cativeiro
e de vida livre. Além da neutralizacdo do virus, as vacinas podem contribuir na reducao dos sinais
clinicos e na gravidade da infeccéo e diminuir a transmisséo dos virus circulantes nos hospedeiros
mamiferos aos vetores biol6gicos, uma vez que podem diminuir a viremia. Vislumbramos,
portanto, que as vacinas produzidas no presente trabalho contribuam, com melhorias, para o inicio
de estudos clinicos na espécie-alvo, seja para animais de vida livre ou para animais mantidos em
cativeiro.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nas condicdes de experimento piloto do presente trabalho é
possivel concluir que:

1. O uso dos adjuvantes hidréxido de aluminio e saponina em coelhos € seguro;

2. Vacinas com formulacdes polivalentes dos isolados de BTV e EHDV induzem respostas
com diferentes titulos de anticorpos;

3. Houve imunodominancia para os virus BTV-18, BTV-19 e BTV-24 nos animais
vacinados com as formulagGes testadas;

4. O grupo que recebeu as duas vacinas concomitantemente apresentou melhores respostas
sorologicas;

5. Trés vacinagbes com as formulagcdes inativadas foram necessérias para o
desenvolvimento de titulos de anticorpos neutralizantes mais altos, considerando as
condicdes utilizadas nesse trabalho.
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ANEXO 1.

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Desenvolvimento de vacinas inativadas contra o virus da Lingua Azul e da

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Doenga Hemorragica dos Cervideos para imunizagéo de cervideos no Refligio Biolégico Bela Vista da ITAIPU
Binacional.", protocolo do CEUA: 177/2018 sob a responsabilidade de Zelia Ines Portela Lobato que envolve a
producao, manutengao e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem)

para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de

outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
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